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Einleitung
Neurodegenerative Erkrankungen
Als „neurodegenerativ“ bezeichnete Erkrankungen zeichnen sich
durch drei wesentliche Merkmale aus: Sie befallen bevorzugt spe-
zifische Teile oder funktionale Systeme des Nervensystems. Sie
beginnen schleichend, nach einer langen Periode normaler Funk-
tion des Nervensystems und haben einen fortschreitenden Verlauf
über viele Jahre, ein Jahrzehnt oder länger.
Die Gruppe der neurodegenerativen Erkrankungen umfasst
klinisch, pathologisch und pathophysiologisch heterogene Enti-
täten. Bei einem Teil der Patienten wird eine genetische Ursa-
che gefunden, oder es stellt sich heraus, dass mehr als ein Mit-
glied einer Familie betroffen ist. Bei diesen Patienten könnte man
treffender von heredodegenerativen Erkrankungen sprechen. Die
Zahl der sporadisch auftretenden Krankheiten ist jedoch deutlich
in der Überzahl. Der Umstand, dass diese Erkrankungen klinisch
und pathologisch so große Ähnlichkeit besitzen und sowohl als
unabhängige Erkrankungen wie auch im Rahmen familiärer Häu-
fungen auftreten, ist für die Forschung von ganz entscheidender
Bedeutung. Die Degeneration oder Atrophie – zwei in diesem Zu-
sammenhang nicht strikt getrennt verwendete Begriffe – ist die
Folge pathologischer Prozesse. Diese sind bei vielen neurodege-
nerativen Erkrankungen noch nicht abschließend geklärt. Es sei
darauf verwiesen, dass der Begriff Atrophie einen eher langsa-
mer fortschreitenden Prozess beschreibt, während sich die Dege-
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neration auf rascher verlaufende Vorgänge, häufig metabolischen
Ursprungs, bezieht. Mittlerweile konnte man bei einigen, in der
Vergangenheit als neurodegenerativ bezeichneten Erkrankungen,
metabolische, toxische oder übertragbare nicht-virale Agentien
als Ursache identifizieren. Beispiele hierfür sind die funikuläre
Myelose, Adrenoleukodystrophie und Neurolues1.
Betrachtet man die Lebensspanne eines Menschen, so ist fest-
zustellen, dass mehr als die Hälfte der Zeit durch einen langsam
fortschreitenden Verfall organischer Funktionen charakterisiert
ist. Dies wird unter anderem augenscheinlich, wenn man das mo-
torische, sensorische oder andere höheren Hirnleistungen betref-
fende System betrachtet. Eine besondere Schwierigkeit bei vielen
dieser Erkrankungen ist nun die Unterscheidung zwischen noch
in der Altersnorm liegenden Veränderungen und bereits patho-
logischen Prozessen. Im fortgeschrittenen Alter, dem üblichen
Erkrankungszeitraum, ist die korrekte Zuordnung zu noch in der
Altersnorm liegenden physiologischen und bereits pathologischen
und deshalb therapiebedürftigen Veränderungen zusätzlich er-
schwert.
Der Anschein eines klar definierten Beginns der Symptomatik
wird häufig lediglich durch die Koinzidenz mit einem Ereignis, et-
wa einem Unfall oder einer anderen Erkrankung, suggeriert. Die
letztlich vorhandenen Symptome sind Ausdruck des bereits weit
fortgeschrittenen Neuronenuntergangs, welcher die kritische Zell-
zahl, die einen reibungslosen Ablauf ermöglicht, bereits unter-
schritten hat. Der unwiederbringliche Verlust bestimmter Funk-
tionen stellt somit ein charakteristisches Merkmal aller neurode-
generativen Erkrankungen dar. Die den Erkrankungen zugrun-
de liegenden Ursachen, wenn bislang auch weitestgehend unbe-
kannt, bleiben bestehen, was den unaufhaltsam fortschreitenden
Verlauf begründet [107].
In der Patientenversorgung ist die seelische und emotionale
Unterstützung des Patienten sowie der Angehörigen eine Haupt-
aufgabe des behandelnden Arztes.
Nachfolgend soll eine Übersicht über die häufigsten neuro-
1Information von Ropper, Allan H., M.D.
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degenerativen Erkrankungen geliefert werden. Das im Rahmen
dieser Dissertation geschilderte Therapieprinzip scheint aufgrund
pathophysiologischer Überlegungen zudem für selbige aus heu-
tiger Sicht am geeignetsten. Die Vorstellung der amyotrophen
Lateralsklerose (ALS) ist umfassender, da das hier vorgestellte
Konzept ursprünglich im Zusammenhang mit dieser entwickelt
wurde. Auch in den nachfolgenden Abschnitten findet sich ein
Schwerpunkt auf der ALS, wobei auf wesentliche Punkte, welche
die Anwendbarkeit auf andere Erkrankungen betreffen, ebenfalls
eingegangen wird.
Morbus Alzheimer
Der Morbus Alzheimer, auch bekannt als Alzheimer-Demenz
(AD), stellt quantitativ die häufigste Erkrankung aus dem Kreis
der neurodegenerativen Erkrankungen dar. Unter allen Formen
der Demenz sind degenerative (vor allem AD) und vaskuläre De-
menzen in der westlichen Welt etwa gleich häufig vertreten [55].
Aufgrund der hohen Invalidisierung durch die Erkrankung, der
großen Häufigkeit und der damit verbundenen enormen sozio-
ökonomische Relevanz ist die AD zu einem besonders aktiven
Forschungsgebiet geworden.
Die Erkrankung erhielt ihren Namen nach dem Erstbeschrei-
ber Alois Alzheimer. Dieser beschrieb im Jahre 1907 den Fall
einer 51-jährigen Patientin, die nach einem 5-jährigen Krank-
heitsverlauf progressiver Demenz verstarb [3]. Bereits im Jahre
1892 wurden von Blocqu und Marinesco sogenannte Herdchen
in senilen Gehirnen gefunden, die 1910 von Simchowicz senile
Plaques getauft wurden [107].
Epidemiologie
Die Mehrheit der Patienten ist älter als 60 Jahre, obwohl Krank-
heitsfälle in fast jedem Alter beschrieben wurden. Die Studien-
lage zeigt eine Inzidenz von 4,8% für mittelschwere und schwere
Demenzen in der Gruppe der über 60-Jährigen. In der Alters-
gruppen von 60 bis 69 Jahren beträgt die Prävalenz 300 pro
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100.000 Einwohner, während sie in der Gruppe der 70 bis 79-
Jährigen bereits auf 3.200 pro 100.000 ansteigt. Bei über 80-
Jährigen beträgt sie 10.800 pro 100.000. Die Prävalenz, die auch
von der Gesamtmortalität abhängt, ist bei Frauen etwa aufs
Dreifache gesteigert, obwohl die Inzidenz im Vergleich zum männ-
lichen Kollektiv nur geringfügig erhöht ist. Die Überlebensrate
von Alzheimer-Patienten ist um 50% reduziert [55].
Zirka 25% der Fälle treten familiär gehäuft auf. Das bedeu-
tet, dass zwei oder mehr Mitglieder einer Familie betroffen sind.
In Summe beruht jedoch weniger als 1% der Erkrankungen auf
einem dominanten Vererbungsmuster. Der Rest scheint keinem
monogenetischen Vererbungsmuster zu folgen. Bei den restlichen
75% konnten noch keine eindeutigen Auslöser identifiziert wer-
den, sodass weiterhin genetische Störungen oder etwa Umwelt-
einflüsse, oder eine Kombination von beidem, zur Diskussion ste-
hen [107].
Pathologie
Abbildung 1: Multiple Amyloid-
Plaques in der Bielschowsky-
Silberimprägnation. Diese Tech-
nik wurde von A. Alzheimer bei
der Beschreibung des Falles von
Auguste D. verwendet [28].
Makroskopisch imponiert eine
Atrophie des Gehirns mit Be-
tonung des Frontal-, Parietal-
und Temporalcortex. In fort-
geschrittenen Stadien
schrumpft auch das Markla-
ger mit daraus resultieren-
der Vergrößerung der inne-
ren und äußeren Liquorräu-
me. Die erste mikroskopische
Veränderung besteht in einer
Reduktion der Synapsendich-
te mit Schwerpunkt im fron-
talen und temporoparietalen
Assoziationscortex, im entor-
hinalen Cortex und im Hippo-
campus. In späteren Stadien
bilden sich intrazellulär gele-
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gene, mit Silberfärbung darstellbare, sogenannte neurofibrilläre
Tangles. Deren Hauptbestandteil bildet das mikrotubuläre Pro-
tein τ.
Abbildung 2: Neurofibrilläre
Tangles nach Anfärbung mit
der Bielschowsky-Silberfärbung.
Diese Plaques wurden ur-
sprünglich von A. Alzheimer
charakterisiert [28].
Extrazellulär gelegene Plaques
aus vorwiegend Amyloid-β42
sowie eine granulovakuolä-
re Degeneration von Neuro-
nen vervollständigen das Bild.
Im Rahmen der Amyloid-
Ablagerungenn entwickelt sich
ebenfalls eine cerebrale Amy-
loidangiopathie. Die mikro-
skopischen Veränderungen kor-
relieren mit dem Stadium
der Erkrankung. Die Bildung
von Amyloid-Plaques eilt den
Symptomen voraus, während
die Entstehung der neurofi-
brillären Tangles, der Neuro-
nenverlust und im Speziellen
der Verlust von Synapsen par-
allel zum Krankheitsverlauf zunehmen.
Abbildung 3: Diese Abbildung
zeigt eine immunhistochemische
Färbung von phosphoryliertem
Protein τ [28].
Eine Schwierigkeit in der
mikroskopischen Diagnostik be-
reitet die Tatsache, dass die
beschriebenen Veränderungen
auch bei kognitiv unauffälli-
gen alten Menschen auftre-
ten können und somit ledig-
lich ein quantitativer Unter-
schied zu Patienten mit AD
vorliegt [116, 55, 107].
Des Weiteren stellte man
im Rahmen von genetischen
Untersuchungen fest, dass das
Amyloid-Vorläuferprotein auf
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dem langen Arm von Chromosom 21 codiert ist. Hierin be-
steht möglicherweise die Erklärung, weshalb beinahe alle Down-
Syndrom-Patienten (Trisomie 21) nach dem 40.Lebensjahr die
neuropathologischen Kennzeichen einer AD aufweisen und bei
etwas mehr als der Hälfte dieser Patienten eine Abnahme der
kognitiven Fähigkeiten nachgewiesen werden kann [19]. Das
Apolipoprotein-E4-Allel (ApoE4) befindet sich dagegen auf dem
langen Arm von Chromosom 19. Wenn sich ApoE4 mit Amyloid-
β assoziiert, beschleunigt dies die Plaque-Bildung. Somit han-
delt es sich hierbei zusammen mit genetischen Varianten von
Presenilin-1, Presenilin-2 und dem Amyloid-Vorläuferprotein um
mögliche Suszeptibilitätsfaktoren für das Auftreten einer AD.
Entsprechende Befunde konnten anhand familiärer AD-Fälle er-
hoben werden [55].
Klinik
Das klinische Erscheinungsbild der AD ist sehr heterogen. In frü-
hen Stadien klagen die Patienten häufig über unspezifische Sym-
ptome wie Kopfschmerzen, unsystematischen Schwindel oder all-
gemeine Leistungsschwäche. Unter diesen Umständen ist eine
Diagnose noch nicht möglich. Sobald im weiteren Verlauf Ge-
dächtnisstörungen auftreten, die jedoch noch nicht den Diagno-
sekriterien einer Demenz entsprechen, wird dies alsMild Cogniti-
ve Impairment bezeichnet. In diesem Stadium muss es allerdings
nicht zwangsläufig zu einer weiteren Progression kommen. Das
Hauptsymptom der AD stellt eine fortschreitende Vergesslich-
keit dar, die initial leicht ausgeprägt ist, dennoch im Verlauf da-
zu führen kann, dass sich Patienten in gewohnten Umgebungen
und Situationen nicht mehr zurechtfinden. Sie vergessen selten
verwendete Vokabeln und können sich zunehmend Dinge des täg-
lichen Lebens nicht mehr merken. Dies hat zur Folge, dass der
Beruf nicht mehr ausgeübt werden kann oder die Führung des
Haushalts unmöglich wird. Dieser kognitive Verfall führt zu einer
weitestgehenden Abhängigkeit von Lebenspartner und Angehö-
rigen, zumal die Bewältigung eines selbständigen Alltags nicht
mehr möglich ist [56, 55].
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Zu den Gedächtnisstörungen gesellen sich weitere neuropsy-
chologische Störungen wie aphasische Sprachstörungen, bilate-
rale Apraxien, räumlich-konstruktive Störungen und räumliche
Orientierungsstörungen. Die Persönlichkeit ist anfangs noch wei-
testgehend unbeeinträchtigt, sodass lange Zeit eine intakte Fassa-
de aufrecht erhalten werden kann. In späteren Stadien machen
sich auch hier Probleme bemerkbar. Es imponieren Antriebsman-
gel, psychomotorische Unruhe, Schlafstörungen, sozialer Rück-
zug, Depressionen und Halluzinationen. Die Patienten werden
misstrauisch und vermuten manchmal, von ihren Angehörigen
bestohlen zu werden, werfen ihren Ehegatten Untreue vor und
sind in beständiger Sorge, verlassen zu werden. Im finalen Sta-
dium erlöschen die kognitiven Leistungen vollständig. Zu diesem
Zeitpunkt sind die Patienten bettlägerig, sprachlich isoliert und
auf umfassende Pflege angewiesen [28, 55].
Diagnostik
Die Diagnosekriterien der Alzheimer-Demenz setzen einen Ge-
dächtnisverlust und den Verlust einer weiteren höheren kogniti-
ven Leistung, wie etwa der Sprachfunktion, Wahrnehmung, Pra-
xie oder räumlichen Orientierung voraus. Entscheidend bei all
diesen Veränderungen ist jedoch, dass diese eine soziale Rele-
vanz haben müssen. Zudem wird gefordert, dass ein schleichen-
der Beginn mit progressivem Verlauf unter Ausschluss anderer
Ursachen vorliegt.
Die kognitiven Störungen werden durch neuropsychologische
Untersuchungen objektiviert.Weitere apparative Diagnostik wird
veranlasst, um andere Ursachen für die klinischen Symptome
auszuschließen. Im Elektroenzephalogramm (EEG) zeigen sich
gegebenenfalls unspezifische Veränderungen im Sinne einer gene-
ralisierten Verlangsamung. In der Computertomographie des Ge-
hirns (cCT) findet sich eine generalisierte Atrophie mit Betonung
des Frontal-, Parietal- und Temporalcortex sowie einer Erweite-
rung der äußeren und inneren Liquorräume. Charakteristische,
wenn auch nicht spezifische, Veränderungen weisen der Hippo-
campus und der Nucleus basalis Meynert auf. In der Positronen-
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Emissions-Tomographie (PET) imponiert ein temporal und pa-
rietal charakteristisch veränderter Glukosestoffwechsel. Die Li-
quordiagnostik wird zum Ausschluss einer infektiösen Genese
durchgeführt. Zusätzlich findet man im Liquor erhöhtes Protein
τ, Amyloid-Vorläuferprotein und Amyloid β1-40. Diese Befunde
können bislang aufgrund noch unzureichender wissenschaftlicher
Daten nicht zur Diagnosestellung herangezogen werden. Eine ge-
sicherte Diagnose eines Morbus Alzheimer kann bis heute nur
durch die mikroskopische Analyse von Hirngewebe, welche je-
doch lediglich post mortem durchgeführt wird, gestellt werden.
Im klinischen Alltag handelt es sich um eine klinische Diagno-
se aufgrund entsprechender kognitiver Veränderungen, welche
durch neuropsychologische Testungen objektiviert werden kön-
nen [55, 107].
Therapie
Basierend auf der funktionalen Theorie des Acetylcholin-Mangels
etablierten sich mehrere Pharmaka, die an diesem Punkt angrei-
fen. Hierbei handelt es sich um eine rein Symptom-orientierte
Therapie, deren positiver Effekt jedoch gering ausgeprägt ist. Bei
leichten bis mittelschweren Formen der Demenz werden reversi-
ble Cholinesterasehemmer wie Donepezil, Rivastigmin und Ga-
lantamin angewendet. Im weiteren Krankheitsverlauf wird neben
den bereits genannten Medikamenten auch Memantine, ein N-
Methyl-D-Aspartat(NMDA)-Antagonist, verabreicht. Keine die-
ser Therapien beeinflusst den progressiven Verlauf dieser Erkran-
kung [55].
Im Rahmen von Tierversuchen wurde eine Immunisierung
gegen die pathophysiologisch auftretenden Aβ42-Plaques ange-
strebt, um auf diese Weise den Krankheitsverlauf positiv zu be-
einflussen. Der Erfolg dieser Vorgehensweise führte zur Initi-
ierung klinischer Studien an Menschen. Eine erste Phase 2a-
Studie (AN1792) musste jedoch wegen schwerer Nebenwirkungen
mit einer Meningoenzephalitisrate von 6% abgebrochen werden.
Dennoch konnten Hinweise gesammelt werden, wonach der ge-
wünschte Effekt, die Plaquereduktion, erzielt wurde (Gilman et
8
al.). Aktuell werden drei weitere Studien mit abgewandelter For-
mel durchgeführt [114, 96, 47, 90, 115].
Morbus Parkinson
Der Morbus Parkinson ist eine seit der Antike bekannte und
von James Parkinson im Jahre 1817 erstmalig stichhaltig cha-
rakterisierte neurodegenerative Erkrankung mit den Kardinal-
symptomen Rigor, Tremor, Hypokinese und posturale Instabili-
tät [107]. An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass es sich bei
der Parkinson-Krankheit (PD) um eine Variante aus dem Kreis
der Parkinson-Syndrome handelt. Innerhalb dieser Gruppe wird
unterschieden zwischen [55]:
• idiopathischen Parkinson-Syndromen, entspricht dem Mor-
bus Parkinson (PD),
• symptomatischen (sekundären) Parkinson-Syndromen und
• atypischen Parkinson-Syndromen.
Die folgenden Ausführungen behandeln vorwiegend das idiopa-
thische Parkinson-Syndrom.
Epidemiologie
Aus epidemiologischer Sicht stellt die PD eine relativ häufige Er-
krankung dar, deren Prävalenz mit zunehmendem Alter steigt.
Während in der Gruppe der 60-Jährigen die Prävalenz bei 0,2%
liegt, hat sie sich bei den 80-Jährigen bereits auf 2,5% gesteigert
[55]. Die PD tritt in der Regel zwischen dem 40. und 70. Lebens-
jahr auf. Es besteht ein Maximum in der sechsten Lebensdekade.
Bezüglich der Verteilung zwischen Männern und Frauen gibt es
unterschiedliche Angaben, wobei tendenziell das männliche Ge-
schlecht geringfügig häufiger betroffen ist. Die PD findet sich
in allen Ländern, ethnischen Gruppen und sozio-ökonomischen
Klassen. Es fällt jedoch auf, dass in der Gruppe der Afroameri-
kaner die Inzidenz 25% und bei Asiaten 30-50% jener der kauka-
sischen Gruppe beträgt [107].
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Bei 20-25% der Parkinson-Patienten ist mindestens ein Ver-
wandter ersten Grades ebenfalls betroffen, was auf eine geneti-
sche Komponente schließen lässt. Es wird zwischen autosomal-
dominant sowie autosomal-rezessiv vererbten genetischen Defek-
ten unterschieden. Aktuell sind 13 Genloci (PARK 1-13) be-
schrieben, die mit dem Morbus Parkinson in Verbindung ge-
bracht werden. In der Mehrzahl der Fälle nimmt man einen po-
lygenen Erbgang an [55].
Pathologie
Das charakteristische Merkmal des Morbus Parkinson ist der
Verlust pigmentierter Zellen in der Substantia nigra und ande-
ren pigmentierten Kernen wie zum Beispiel dem Locus coeruleus.
Diese Veränderung ist bereits makroskopisch erkennbar. Die Sub-
stantia nigra erscheint deutlich verblasst. Bei mikroskopischer
Betrachtung zeigt sich ein beträchtlicher Zellverlust mit reaktiver
Gliose. Der Melaningehalt ist in den verbliebenen Zellen deut-
lich reduziert. Weiterhin finden sich in diesen Zellen sogenannte
Lewy-Bodies. Dabei handelt es sich um eosinophile, cytoplasma-
tische Einschlüsse, die von einem schwachen Hof umgeben sind.
Bei Untersuchungen von McGeer [79] wurde festgestellt, dass die
Gesamtzellzahl der Substantia nigra von anfangs durchschnitt-
lich 425.000 auf 200.000 im Alter von 80 Jahren abnahm. In
ähnlicher Weise verhält es sich mit der Tyrosinhydroxylase, dem
geschwindigkeitslimitierenden Enzym der Dopaminsynthese. Bei
Parkinson-Patienten war dieser Wert im Vergleich zu gleichalt-
rigen gesunden Kontrollen auf ein Drittel reduziert [107].
Bei Drogenabhängigen wurde beobachtet, dass das Neuro-
toxin MPTP (1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin) irre-
versible Zeichen eines Parkinson-Syndroms hervorruft und die-
se mit einem selektiven Untergang der dopaminergen Neuronen
der Substantia nigra einhergehen. Der exakte Mechanismus, der
dieser Schädigung zugrunde liegt, konnte bislang noch nicht ent-
schlüsselt werden. Dennoch wurden dadurch Thesen unterstützt,
wonach umweltbedingte Einflüsse für das Auftreten der PD ver-
antwortlich sein könnten [107].
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Die bereits genannten Lewy-Bodies setzen sich großteils aus
α-Synuclein zusammen und treten sowohl bei sporadischen als
auch bei erblich bedingten Fällen auf. Weitere Bestandteile der
Lewy-Bodies sind Ubiquitin und Protein τ. Im gesunden Gehirn
ist α-Synuclein in ungefalteter, löslicher Form vorhanden, wäh-
rend sich bei höheren Konzentrationen Aggregate bilden. Bei
hereditären Morbus Parkinson-Formen wurde festgestellt, dass
die genetische Veränderung eine gesteigerte Aggregation von α-
Synuclein zur Folge hat. Dies kann durch vermehrte Produktion
oder gestörten Abbau bedingt sein. Diese Korrelation ist inso-
fern bemerkenswert, als sich in diesem Prozess Ähnlichkeiten zur
AD und den Aggregationen von Amyloid erkennen lassen. Ab-
bildung 4 zeigt mögliche Mechanismen, die der Entstehung der
Lewy-Bodies zugrunde liegen [107].
Neben den Veränderungen von α-Synuclein finden sich auch
genetische Defekte des Parkins. Dabei handelt es sich um eine
Ubiquitin-Proteinligase, welche für die Beseitigung abzubauen-
der Proteine durch die Proteasomen der Zelle essentiell ist. Mu-
tationen des Parkin-Gens können somit zu einem Anstieg von
α-Synuclein in den Zellen führen [91].
Klinik
Erste Symptome des Morbus Parkinson stellen häufig Schmer-
zen der Extremitäten dar, die jedoch oft als muskulo-skeletal
bedingt, fehlinterpretiert werden. Bereits zu diesem Zeitpunkt
fallen viele Patienten durch eine gedrückte Stimmung auf. Fol-
gende klinische Zeichen sind für die frühzeitige Diagnosestel-
lung hilfreich: eine reduzierte Blinzelfrequenz, ein unerschöpf-
licher Glabellareflex, verminderte Armmitbewegungen beim Ge-
hen, plötzliche Unterbrechungen beim Durchführen rasch aufein-
ander folgender Bewegungen und ein bei kontralateraler Aktivie-
rung einsetzender Rigor. Erst im weiteren Verlauf entwickelt sich
das Vollbild eines Parkinson-Syndroms mit den typischen Sym-
ptomen Hypokinese, Rigor, Tremor und posturale Instabilität.
Klassischerweise sind die Beschwerden zu Beginn einseitig aus-
geprägt, nehmen langsam zu und greifen dann auf die andere
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Abbildung 4: Schematische Darstellung möglicher Mechanismen,
welche der α-Synuclein-vermittelten Toxizität im Rahmen der
PD zugrunde liegen. In diesem Modell führen verschiedene Stö-
rungen zu erhöhten α-Synuclein-Spiegeln: (1) Punktmutationen
im α-Synuclein-Gen und (2) Duplikation des α-Synuclein-Gens,
die zu einer Akkumulation von α-Synuclein führen oder (3) Mu-
tationen im Parkin-Gen oder der Ubiquitin Carboxy-terminal
Hydrolase-L1 (UCH-L1), was eine verminderte Degradation des
α-Synucleins durch die Proteasomen bedingt. Überschüssiges α-
Synuclein assoziiert zu Vorläuferfibrillen, was durch Störungen
der Hitze-Schock-Proteine (Hsp) oder in Kombination mit Do-
pamin beschleunigt wird. Hieraus resultieren Lewy Bodies. In
diesem Modell wird die neurotoxische Wirkung den Vorläuferfi-
brillen oder Lewy Bodies zugeschrieben. (Aus Adams & Victor’s
Principles of Neurology, 2005, S.920 [107]).
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Körperhälfte über. Viele Bereiche der Motorik verändern sich.
Die Stimme wird leiser und heiser. Das Schlucken fällt zuneh-
mend schwerer, was einen ausgeprägten Speichelfluss zur Folge
hat. Das Schriftbild entwickelt sich zu einer typischen Mikrogra-
phie. Die Haltung der Patienten wird gebunden und leicht nach
vorne übergebeugt. Die Schritte werden immer kürzer, bis der
Gang einem Trippeln gleicht. Es treten Schwierigkeiten bei der
Bewegungsinitiierung auf und dasWenden gelingt nur noch unter
Anstrengung. Demenzen betreffen nur einen Teil (ca. 30% [56])
der Patienten, sodass diese meist ihr Leiden bei voller Einsicht
miterleben, während Depressionen sehr häufig sind [55, 107].
Diagnostik
Eine zentrale Stellung bei der Diagnostik der PD bildet das
sehr charakteristische klinische Erscheinungsbild. Mit Hilfe des
L-Dopa-Tests wird überprüft, ob die Symptome auf eine L-Dopa-
Gabe erwartungsgemäß positiv ansprechen. Anhand von Labor-
untersuchungen sollte ein Morbus Wilson ausgeschlossen werden,
der ähnliche Symptome verursacht, jedoch grundsätzlich thera-
pierbar ist. Bei diagnostischen Schwierigkeiten oder zur diagno-
stischen Zuordnung können elektrophysiologische Untersuchun-
gen angeschlossen werden. Eher zum Ausschluss behandelba-
rer Ursachen, etwa eines Normaldruckhydrocephalus, sollte ei-
ne CT oder Magnetresonanztomographie (MRT) des Schädels
durchgeführt werden. Nuklearmedizinische Untersuchungen wie
Einzelphotonen-Emissionscomputertomographie (SPECT) oder
PET ermöglichen eine Beurteilung des nigro-striatalen dopami-
nergen Systems. Dadurch kann zwischen einer prä- und post-
synaptischen Störung unterschieden werden. In Zusammenschau
dieser Befunde kann in der großen Mehrzahl der Fälle die kor-
rekte Diagnose einer PD gestellt werden [55, 107, 56].
Therapie
Das therapeutische Grundprinzip bei der PD strebt den Aus-
gleich des dopaminergen Defizits an. Das potenteste Medikament
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in diesem Zusammenhang ist L-Dopa. Ein schwerwiegendes Pro-
blem stellen jedoch die im Verlauf auftretenden Wirkungsfluk-
tuationen dar. Diese können nicht mehr mit L-Dopa therapiert
werden und sind für die Patienten äußerst belastend. Bei jünge-
ren Patienten beginnt man die Therapie mit Dopaminagonisten,
wie zum Beispiel Pramipexol und Ropinirol, um diese Nebenwir-
kungen hinauszuzögern. Diese Substanzen verlieren jedoch mit
Fortschreiten der Erkrankung ihre Wirkung, sodass dennoch auf
L-Dopa zurückgegriffen werden muss. Dieses wird wiederum stets
mit einem peripheren Decarboxylase-Hemmer (zB.: Carbidopa)
kombiniert, um den peripheren Abbau von L-Dopa zu verrin-
gern. Dadurch werden die Nebenwirkungen verringert und die
Wirkstoffmenge im ZNS erhöht. Begleitend werden noch weitere
Substanzgruppen eingesetzt, die in diesem Rahmen jedoch keiner
Erwähnung bedürfen.
Neben der medikamentösen Therapie besteht auch noch die
Möglichkeit der tiefen Hirnstimulation. Hierbei werden Stimula-
tionselektroden bei Tremor in den ventralen intermediären Tha-
lamuskern (VIM) und bei Akinese in den medialen Teil des Glo-
bus pallidus internus implantiert. Mittlerweile wird der Nucleus
subthalamicus dem Globus pallidus bevorzugt.
Zusätzlich zu den bereits erwähnten therapeutischen Maß-
nahmen sollte stets auch noch Krankengymnastik zum Einsatz
kommen, da diese nachhaltig positiven Einfluss auf die Erkran-
kung und das Wohlbefinden der Patienten ausübt. Leider stellt
keine der aktuell verfügbaren Therapien eine Möglichkeit dar,
den progredienten Verlauf der Krankheit zu stoppen oder gar
umzukehren [55, 107, 56].
Amyotrophe Lateralsklerose
Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) wurde 1869 erstmals von
Jean-Martin Charcot umfassend beschrieben [30]. Im französi-
schen Sprachgebrauch findet sich dieser Umstand in der häufi-
gen Bezeichnung als „Maladie de Charcot“ wieder, während in
den USA, zu Ehren des erkrankten gleichnamigen Baseballspie-
lers, von „Lou Gehrig’s Disease“ gesprochen wird. Im britischen
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Sprachraum nennt man die ALS auch Motor Neuron Disease
[81].
Epidemiologie
Unter den neurodegenerativen Erkrankungen ist die ALS die
häufigste Erkrankung der Subgruppe der Motoneuronerkrankun-
gen. Die Inzidenz beträgt ein bis zwei Neuerkrankungen pro
100.000 pro Jahr bei einer Prävalenz von circa sechs pro 100.000
[81]. Das Erkrankungsrisiko steigt mit zunehmendem Alter, ins-
besondere ab dem 60. Lebensjahr. Bei einer Krankheitsdauer
von ein bis fünf Jahren und einem mittleren Überleben von drei
Jahren ist die ALS für circa einen von 800 Todesfällen verant-
wortlich [32]. 90 - 95% der Erkrankungen treten spontan, ohne
genetische oder anderweitige Ursache (sporadische ALS, sALS)
auf, während die restlichen 5 - 10% genetische Ursachen haben
(familiäre ALS, fALS). Innerhalb der fALS konnte eine Grup-
pe von circa 20% der Patienten identifiziert werden, deren Er-
krankung auf Mutationen der Kupfer/Zink Superoxiddismutase
1 (SOD1) beruht [108, 109]. Aufbauend auf diese Entdeckung
wurden Tiermodelle entwickelt, die bislang die beste Möglich-
keit zur Erforschung dieser Erkrankung im Tierversuch bieten
[54]. Die Geschlechtsverteilung unterscheidet sich zwischen der
fALS und sALS. Die sALS befällt doppelt so viele Männer wie
Frauen, während bei der fALS, bedingt durch das hauptsäch-
lich autosomal-dominante Vererbungsmuster, keine geschlecht-
liche Bevorzugung anzutreffen ist. Es ist auch ein autosomal-
rezessives Vererbungsmuster bekannt [107].
Klinik
Das klinische Bild zeigt Zeichen des Verlustes sowohl des ers-
ten als auch des zweiten Motoneurons, der vom Cortex über die
Hirnnervenkerne im Hirnstamm bis hin zu den Vorderhörnern
im Rückenmark reicht. Typischerweise bedingt der Untergang
des ersten Motoneurons spastische Paresen und gesteigerte Re-
flexe. Die Folge des Verlustes des zweiten Neurons sind schlaf-
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fe Paresen, Atrophien sowie Faszikulationen. Je nach Befall des
Cervikal- oder Lumbalmarks treten die Beschwerden an den Ar-
men oder Beinen auf. Beginnt die Erkrankung mit Befall der
im Hirnstamm lokalisierten motorischen Hirnnervenkerne leidet
der Patient unter Dysarthrie, Dysphagie oder beidem. Eine Bul-
bärparalyse tritt bei Verlust des zweiten Motoneurons im Hirn-
stamm auf. Klinisch imponieren eine Schwäche der mimischen
Muskulatur, Abnahme der Gaumenbewegungen und Atrophie
sowie Schwäche und Faszikulationen der Zunge. Eine Pseudo-
bulbärparalyse liegt beim Verlust des ersten Motoneurons vor.
Diese ist durch emotionale Labilität, auch als pathologisches La-
chen und Weinen bezeichnet, sowie durch spastische Kieferbewe-
gungen und Dysarthrie charakterisiert [81].
Die kognitiven Fähigkeiten des Patienten sind typischerweise
nicht beeinträchtigt, obwohl etwa 5% der ALS-Patienten eben-
falls an frontotemporaler Demenz (FTLD) erkranken [107]. Auf-
grund neuer Studien liegt die Vermutung nahe, dass diese beiden
Erkrankungen Bestandteil eines überlappenden klinisch-patho-
logischen Syndroms sind [11]. Im weiteren Krankheitsverlauf ent-
wickelt sich eine generalisierte Schwäche, die durch den Befall der
Atemmuskulatur zum Tod führt.
Therapie
Riluzol ist als einziges Medikament zur Behandlung der ALS
zugelassen. Dieses bewirkt lediglich eine mittlere Lebensverlän-
gerung von 3 Monaten in einem Behandlungszeitraum von zwei
Jahren. Somit ist in Anbetracht einer fehlenden wirkungsvol-
len Therapie die umfassende Betreuung des Patienten von be-
sonderer Bedeutung. Die Behandlung von ALS-Patienten sollte
möglichst ganzheitlich, unter Berücksichtigung der Tragweite der
Diagnose für das weitere Leben des Patienten, stattfinden. Psy-
chologische Betreuung, spirituelle Begleitung und adäquate ärzt-
liche sowie pflegerische Versorgung müssen gewährleistet werden.
Der Patient sollte, entsprechend der von ihm vorgegebenen Ge-
schwindigkeit, über den weiteren Verlauf und die damit einher-
gehenden Symptome und Schwierigkeiten aufgeklärt werden, um
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die therapeutischen Möglichkeiten optimal auf dessen Wünsche
abzustimmen. Ein besonderes Augenmerk ist auf die ergo- und
physiotherapeutische Begleitung des Patienten zu legen und der
Umgang mit den Symptomen des letzten Lebensabschnittes ist
rechtzeitig zu besprechen. Durch die zunehmende Schwäche der
Atemmuskulatur besteht die Angst des Patienten, qualvoll zu
ersticken. Diese ist jedoch unbegründet. Wie in Studien gezeigt
werden konnte, verstarben über 90% der Patienten friedvoll im
Schlaf und kein einziger der 171 Patienten erstickte [89]. Zudem
ist zu entscheiden, ob Patienten künstlich beatmet werden wol-
len oder eventuell lediglich eine Symptombehandlung mit Hilfe
von Morphin erwünscht ist. Falls sich Patienten für eine invasi-
ve Beatmung entscheiden wollen, müssen sie darüber aufgeklärt
werden, dass hierdurch der Krankheitsprogress nicht beeinflusst
wird und sie letztendlich in einem Locked-in-Syndrom auf einer
intensivstation versterben [81].
Pathomechanismen
1993 wurden von D. Rosen et al. mis-sense-Mutationen im SOD1-
Gen fALS Fälle entdeckt [108]. Die selektive Toxizität mutierter
SOD1 auf Motoneuronen war umso verwunderlicher, als die phy-
siologische Funktion des ubiquitär exprimierten zytoplasmati-
schen Enzyms in der Umwandlung von Superoxidanionen in Was-
serstoffperoxid besteht. Erste Hypothesen vermuteten eine Ak-
kumulation toxischer Superoxidradikale bedingt durch eine ver-
ringerte Aktivität der SOD1. Mehrere Versuchsreihen konnten
diese Annahme jedoch widerlegen. So zeigte sich bei transgenen
Mäusen, die verschiedene mit fALS assoziierte SOD-Mutanten,
wie etwa SOD1G93A(Glyzin ist an der Position 93 durch Alanin
ersetzt), SOD1G37R oder SOD1G85R exprimierten, dass ein fort-
schreitender Verlust von Motoneuronen stattfand, obwohl die en-
zymatische Aktivität unverändert oder gar erhöht war. Darüber
hinaus führte eine Depletion oder Überexpression von Wildtyp-
SOD1 in mutierten Mäusen zu keiner Progressionsveränderung.
Somit ist davon auszugehen, dass mutierte SOD1 toxische Eigen-
schaften besitzt, die unabhängig von der enzymatischen Aktivi-
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tät sind. Aktuell diskutierte Pathomechanismen in diesem Zu-
sammenhang sind [112, 20]:
Oxidativer Stress: Im Rahmen dieser Theorie wurden Ursa-
chen untersucht, die zu einer Zunahme von Radikalen füh-
ren könnten. Die Grundannahme beruhte auf strukturellen
Veränderungen mutierter SOD1, welche zur Folge hatten,
dass die Region des aktiven Kupfers frei zugänglich ist und
so unkontrolliert Wasserstoffperoxid in reaktive Wasser-
stoffradikale umgewandelt wird. Dies wiederum könnte den
Anfang einer Kaskade oxidativen Stresses darstellen. Als
möglicherweise weiteres Substrat wurde Peroxynitrit iden-
tifiziert, welches durch Nitrierung von Tyrosin-Resten wir-
ken könnte. Dennoch konnten die Zielproteine noch nicht
identifiziert werden [14, 130, 4, 26, 13].
Diese beiden Mechanismen beruhen auf einem Kupfer-
vermittelten oxidativen Schaden. SOD1 erhält ihr Kupfer
durch Kupfer-Chaperone für SOD1 (CCS). Dennoch hatte
die Depletion von CCS keinen Effekt auf den Beginn und
die Progression der Erkrankung bei SOD1-Mäusen. Diese
Resultate lassen vermuten, dass Kupfer-vermittelter oxida-
tiver Stress eine eher untergeordnete Rolle in der Pathoge-
nese der ALS einnimmt [123].
Intrazelluläre Aggregate: Dieser bei vielen neurodegenerati-
ven Erkrankungen anzutreffende Befund, so neben der ALS
auch bei der AD, PD, FTLD und dem Morbus Huntington,
stellt eine weitere Möglichkeit dar, wie etwa mutierte SOD1
Motoneuronen schädigen könnte. Es bestehen jedoch unter-
schiedliche Definitionen und Zusammensetzungen intrazel-
lulärer Aggregate. Zum einen bezeichnet man damit abnor-
me Ansammlungen von Intermediärfilamenten, inklusive
Neurofilamenten und Peripherin. Andererseits wird dieser
Begriff auch für Detergens-unlösliche Formen von Protei-
nen, zu denen SOD1-Aggregate oder Akkumulationen von
TAR DNA-bindendem Protein 43kD (TARDBP/TDP-43)
und Fused in Sarcoma (FUS) gehören, verwendet. Cyto-
plasmatische Proteinaggregate sind sowohl bei der sALS,
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fALS als auch bei transgenen Mausmodellen mit mutier-
ter SOD1 nachweisbar. Ein besonderes Detail ist die Spe-
zifität, mit der SOD1-Aggregate ausschließlich in betrof-
fenen Geweben vorhanden sind und hier lediglich in den
Motoneuronen. Im Spinalganglion der Hinterwurzel sowie
in hippocampalen Neuronen werden sie nicht gebildet. In-
teressanterweise entstehen diese Aggregate vor oder gleich-
zeitig zum Ausbruch der Symptome und akkumulieren mit
dem Fortschreiten der Erkrankung. Dies legt die Vermu-
tung nahe, dass SOD1-Aggregate ein frühzeitiges Ereignis
in der Pathogenese darstellen [37].
Trotz des Nachweises dieser Aggregate ist nicht geklärt,
ob sie einen toxischen Effekt ausüben. Es stehen mehrere
Mechanismen zur Diskussion:
• verminderte Aktivität der Chaperone [25]
• Deregulation verschiedener Organellenfunktionen:
Golgi-Apparat, Endoplasmatisches Retikulum, Mit-
ochondrien [27]
• Störung des axonalen Transports [20]
• Aggregat-vermittelte Hemmung des Ubiquitin-Pro-
teasomenkomplexes [91]
• Störungen des RNA-Metabolismus (durch TDP-43,
FUS) [112, 34]
Intrazelluläre Aggregate von ALS-Patienten sowie der Tier-
modelle enthalten Ubiquitin, dessen physiologische Aufga-
be darin besteht, Proteine, die durch Proteasomen abge-
baut werden sollen, zu markieren. Wenn nun fehlgefaltete
Proteine akkumulieren, führt dies zu einer Störung der Pro-
teasomen und behindert somit den Abbau normaler Pro-
teine. SOD1 wird normalerweise ebenfalls von Proteaso-
men abgebaut. Trotzdem ist bislang ungeklärt, ob SOD1-
Aggregate die Ursache oder Folge der Proteasomenstörung
sind. Da diese SOD1-Ubiquitin-Aggregate jedoch sowohl in
fALS als auch in sALS auftreten, könnte es sich hierbei um
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einen gemeinsamen pathophysiologischen Prozess handeln.
Bei TDP-43 und FUS handelt es sich um RNA-bindende
Proteine, wodurch weitere Aspekte zu den pathophysiolo-
gischen Überlegungen hinzufügt werden. So können TDP-
43 und FUS-Akkumulationen sowohl in ALS-Patienten als
auch in Patienten mit frontotemporaler Demenz nachge-
wiesen werden, wodurch auch auf molekularer Ebene ein
Zusammenhang zwischen diesen beiden Erkrankungen be-
steht [120]. Diese beiden Pathologien treten typischerweise
nicht gleichzeitig auf. Während FUS-Akkumulationen le-
diglich in wenigen ALS-Patienten, insbesondere bei juve-
nilen Fällen mit FUS-Mutationen [65], und in einer Sub-
gruppe der FTLD-Patienten zu finden sind, ist eine TDP-
43-Pathologie in beinahe allen ALS-Patienten (fALS und
sALS [60]), vielen FTDL-Patienten und anderen neurode-
generativen Erkrankungen nachweisbar [34, 10, 11]. In jün-
geren Studien wurde untersucht, auf welche Weise sich Stö-
rungen von TDP-43 und FUS auswirken. Zu diesem Zweck
wurde sowohl TDP-43 als auch FUS depletiert, was je-
doch keinen größeren Effekt bewirkte, als die Entfernung
der einzelnen Proteine. Dies weist darauf hin, dass beide
Proteine parallel agieren und sich eines gemeinsamen Me-
chanismus der Neurodegeneration bedienen. In diesem Fall
könnte durch Manipulation der möglicherweise gemeinsa-
men Endstrecke Einfluss auf den Verlauf beider Pathologi-
en genommen werden [48].
Mitochondriale Dysfunktion: Hierbei zeigen sich bereits in
frühen, asymptomatischen Stadien Schwellungen und Va-
kuolenbildung in SOD1G37R- und SODG93A-Mäusen, wäh-
rend diese in SOD1G85R-Mäusen ausbleiben. Trotzdem wur-
den mehrere Mechanismen diskutiert, wie verändertes SOD1
diese Schädigungen verursachen könnte: Unterbrechung des
Energiemetabolismus, Störung des Proteinimportmechanis-
mus (da das mitochondriale Genom für lediglich 13 der
schätzungsweise 1500 Proteine kodiert und der Rest impor-
tiert werden muss) sowie gestörtes Calcium-Puffervermögen.
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Abbildung 5: Mögliche Mechanismen, welche der SOD1-
vermittelten Toxizität im Rahmen der ALS zugrunde liegen. Mu-
tierte, fehlgefaltete SOD1 bildet Aggregate und stört auf diese
Weise intrazelluläre Abläufe. Andere Proteine verlieren durch
Co-Aggregation mit SOD1 ihre Funktion oder Proteasomen wer-
den durch defekte Proteine behindert. Verminderte Funktions-
fähigkeit der Chaperone führt zu fehlgefalteten Proteinen, was
nachfolgend weitere Organellen beeinflusst. Mitochondriale Pro-
zesse werden durch Anlagerung von SOD1-Aggregaten an die
zytoplasmatische Membran gestört (aus [20]).
Der Einsatz von oralem Kreatinin, um den durch die Mit-
ochondrienstörung bedingten Energiemangel auszugleichen,
führte in SODG93A-Mäusen zu einem verzögerten Ausbruch
der Symptome und einer verlängerten Überlebenszeit der
Motoneuronen [24, 63]. Dieser Effekt konnte jedoch in kli-
nischen Studien an Menschen nicht wiederholt werden [50,
117]. Zusätzlich könnte ein gestörter Transport von Mit-
ochondrien entlang der Axone zur Degeneration der dista-
len Axone beitragen. Die gestörte Calcium-Pufferkapazität
könnte besonders relevant sein, da sich hierdurch eine mög-
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liche Schnittstelle mit dem Mechanismus der Exzitotoxizi-
tät ergibt.
Caspase-vermittelter Zelltod: Motoneuronen bei SOD1-
mutierten-Mäusen sterben durch Apoptose, der eine Kas-
kade verschiedener Signale zugrunde liegt. Bei ALS-Maus-
modellen ist Caspase-1, ein Startsignal der Kaskade, be-
reits vor Ausbruch der klinischen Symptome erhöht. Im
Verlauf wird Caspase-3 aktiviert, die letztendlich für den
Zelltod verantwortlich ist. Dies stellt somit einen weiteren
Schnittpunkt mit der mitochondrialen Dysfunktion dar, da
es sich bei dem aus Mitochondrien entweichenden Cyto-
chrom C ebenfalls um einen Ursprung dieser Kaskade han-
delt. Durch Manipulation dieses Pfades wurde versucht,
den Krankheitsverlauf zu verändern. Die intrathekale Ap-
plikation eines breit-wirkenden Caspase-Inhibitors führte
zu einer Reduktion des mRNA-Levels von Caspase-1 und
Caspase-3. Eine Untersuchung zeigte, dass die Gabe eines
Caspase-Inhibitors verglichen mit einem Placebo einen ver-
zögerten Krankheitsbeginn sowie eine langsamere Progres-
sion im Mausmodell bewirkte. In weiteren Experimenten
verlängerte sich die Lebensspanne von SOD1G93A-Mäusen,
wenn das anti-apoptotische Protein Bcl-2 überexprimiert
oder das pro-apoptotische Protein Bax unterdrückt wurde.
Somit scheint die von SOD1 ausgeübte Toxizität, zumin-
dest teilweise, von Caspasen und anderen apoptotischen
Faktoren vermittelt zu werden [99, 71, 32].
Eine Beobachtung aus dem Jahre 2006 legt zudem nahe,
dass Caspase-3 Aktivierung in Gliazellen zu einer Inakti-
vierung des Glutamat-Transporters Excitatory amino-acid
transporter 2 (EAAT2 ) führt, sodass hier abermals eine
Querverbindung zum Mechanismus der Exzitotoxizität be-
stehen könnte [20].
Glutamat-Exzitotoxizität: Dieser Mechanismus beruht ver-
mutlich entweder auf einer wiederholten Stimulation von
Nervenzellen oder einem massiven Einstrom von Calcium
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in die Zellen durch offene Glutamatrezeptoren. Erste Hin-
weise darauf waren erhöhte Glutamatspiegel im Liquor von
ALS-Patienten [111, 119].
Um Glutamat wieder aus dem synaptischen Spalt zu ent-
fernen und somit eine repetitive Stimulation zu vermeiden,
bedarf es effizienter Glutamattransporter. Ein reibungslo-
ser Ablauf dieses Systems verhindert das Auftreten von Ex-
zitotoxizität. Im Falle von Motoneuronen wird Glutamat
durch einen von Astrozyten exprimierten Transporter
(EAAT2 ) aus dem synaptischen Spalt entfernt. In mehre-
ren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass ein Funk-
tionsverlust von EAAT2 zu einer stärkeren Progression
der Erkrankung führt, während ein Aktivitätszuwachs von
EAAT2 den Verlauf verlangsamt. Darüber hinaus gibt es
Hinweise, wonach EAAT2 ein Ziel der SOD1-Toxizität sein
könnte. Ein weiterer Anhaltspunkt für eine möglicherwei-
se selektive Störung von Motoneuronen im Rahmen der
Glutamat-Exzitotoxizität ist das unterschiedliche Vertei-
lungsmuster metabolischer Glutamatrezeptoren. Verschie-
dene Typen sind auf somatischen und autonomen Moto-
neuronen lokalisiert, wodurch sich der selektive Motoneuro-
nenverlust eventuell erklären lässt [5, 7]. In der Summe un-
terstützen diese Resultate die These, wonach der Motoneu-
ronverlust durch Exzitotoxizität vermittelt wird. Der Um-
stand, dass in diesem Fall eine Störung der Gliazellen vor-
liegt, bestätigt zudem, dass es sich um keinen Motoneuron-
autonomen Prozess handelt [110, 126, 113, 20].
Störungen das axonalen Transports: Neurofilamente sind
das häufigste Protein des Zytoskeletts von Motoneuronen.
Sie spielen eine Schlüsselrolle im Wachstum von Axonen
und bestimmen den Durchmesser selbiger. Ein besonde-
res Charakteristikum der ALS sind die Akkumulationen
von Neurofilamenten in den proximalen Axonen und den
Zellkörpern der Motoneuronen. Bei prä-symptomatischen
SOD1-Mäusen ist der langsame axonale Transport gestört.
Die Überexpression von Neurofilamentuntereinheiten führ-
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te bei SOD1G37R-Mäusen zu einem abgeschwächtenKrank-
heitsverlauf, wobei deren Verteilungsmuster verändert war.
Die Akkumulationen waren in den Perikaria verstärkt, wäh-
rend sie in den Axonen schwächer ausgeprägt waren. In
welcher Weise der axonale Transport zum Tod der Moto-
neuronen beiträgt, ist bislang nicht geklärt. Es könnte sich
um einen gestörten antero- oder retrograden Transport von
Mitochondrien handeln. Weiterhin besteht die Möglichkeit,
dass der retrograde Transport von peripheren Wachstums-
faktoren beeinträchtigt wird [131, 83].
Pathologie der Gliazellen: In Anbetracht der bereits erwähn-
ten Rolle von EAAT2 wird deutlich, dass es sich bei der
ALS sehr wahrscheinlich um einen Prozess handelt, der
sich nicht auf Motoneuronen beschränkt, auch wenn deren
Störung für das klinische Bild verantwortlich ist. So sind
bei der fALS ubiquitär exprimierte Gene wie SOD1 oder
Stoffe, die in mehreren Zelltypen exprimiert werden, wie
die Wachstumsfaktoren Vascular endothelial growth factor
(VEGF) oder Angiogenin (ANG), gestört. In von Beers
et al. und Boillée et al. veröffentlichten Arbeiten wird be-
schrieben, wie mutiertes SOD1 in Makrophagen und Mi-
krogliazellen den Krankheitsverlauf beschleunigt, während
selbiges in Motoneuronen primär den Ausbruch sowie die
frühe Phase der Erkrankung bedingt [21, 15]. Bei chimä-
ren Mäusen, die sowohl Wildtyp-Zellen als auch SOD1-
mutierte Zellen besaßen, fand man pathologische Verände-
rungen und Zelltod von Wildtyp-Motoneuronen besonders
in der Nähe von SOD1-mutierten nicht-neuronalen Zellen
[59]. Zudem besteht aufgrund des metabolischen Glutamat-
rezeptor -Verteilungsmusters und den daraus resultierenden
Konsequenzen eine Querverbindung zur Glutamat-Exzito-
toxizität [6].
Wachstumsfaktoren: Diese sind in den Blickpunkt der For-
schung geraten, als man in einem transgenen Mausmo-
dell, das eine gezielte Deletion des Hypoxie-responsiven
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Elements des VEGF-Genes trug, eine ALS-ähnliche Klinik
beobachtete. Bei den Tieren zeigte sich eine zunehmende
Schwäche sowie Degeneration der Motonneuronen ab ei-
nem Alter von 5 Monaten [95]. Auf weitere Aspekte von
Wachstumsfaktoren im Rahmen der ALS wird in den fol-
genden Abschnitten eingegangen.
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Innovative Therapieversuche neurodege-
nerativer Erkrankungen
Alle bislang verfügbaren Therapien sind lediglich symptomatisch
und beeinflussen nicht den chronisch progredienten Verlauf, der
die neurodegenerativen Erkrankungen auszeichnet. Das organi-
sche Korrelat für die klinischen Symptome ist ein Neuronenver-
lust in umschriebenen Regionen oder zusammenhängenden Sys-
temen. In den vergangenen 10 bis 15 Jahren untersuchte man
zunehmend alternative, und durch das Fehlen geeigneter Tier-
versuchsmodelle davor auch nur schlecht erforschbare, Therapie-
verfahren. Die aktuelle Forschung konzentriert sich auf die Ent-
wicklung ursächlicher Therapien, die den Zelluntergang stoppen
oder gar umkehren sollen. Die zwei wesentlichen Standbeine die-
ser Entwicklung sind die Stammzellen- und Gentherapie, die sich
verschiedener Substrate bedienen. Im Weiteren wird die Thera-
pie mit neurotrophen Faktoren dargestellt.
Neurotrophe Faktoren in der Therapie neuro-
degenerativer Erkrankungen
Die Therapie mittels neurotropher Faktoren rückte für die ALS
durch eine Untersuchung von Oosthuyse in den Blickpunkt der
Forschung [95]. Bereits in den 90er Jahren des letzten Jahrhun-
derts wurden mehrere Therapieversuche mit Wachstumsfaktoren
unternommen, die jedoch keine Auswirkungen auf den Krank-
heitsverlauf bei Menschen ausüben konnten [22, 51, 52]. Die größ-
te Herausforderung bei einer Therapie mit neurotrophen Fakto-
ren besteht in der Auswahl einer geeigneten Darreichungsform,
die zu ausreichenden Wirkstoffkonzentrationen in den gewünsch-
ten Arealen führt. Folgende Schwierigkeiten gilt es zu überwin-
den: Die Blut-Hirn-Schranke behindert bei peripherer Applikati-
on das Übertreten der Wirksubstanz oder es erfolgt bereits eine
periphere Degradation. Bei den Zielarealen handelt es sich um
große und weitläufig verteilte Gebiete, zu denen unter Umstän-
den kein einfacher anatomischer Zugang besteht. Darüber hin-
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aus bedarf es einer möglichst kontinuierlichen Zufuhr, um die
gewünschte Wirkung zu erzielen.
Eine Möglichkeit, die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden,
stellt die intrathekale Infusion dar. Dieser Ansatz zeigte mit dem
Wachstumsfaktor Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) ein ver-
längertes Überleben bei Mäusen, während der Wachstumsfaktor
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) keinen positiven Ef-
fekt bewirkte. Ebenso konnte in einer klinischen Studie der Phase
1 ein leichter Vorteil durch intrathekale IGF-1-Gabe erzielt wer-
den [88, 87].
Im Tierversuch stehen zwei Applikationswege zur Verfügung,
die eine effektive Zufuhr von Wachstumsfaktoren ermöglichen.
Zum einen, wie bereits erwähnt, durch direkte Infusion in den
Liquorraum oder das Rückenmark/Gehirn, zum anderen durch
Virus-vermittelten Gentransport, um Zielzellen in stete Quel-
len der Wachstumsfaktoren zu verwandeln. So wurde der Krank-
heitsverlauf durch intramuskuläre Injektion von IGF-1-kodieren-
den Adeno-assoziierten Viren (AAV) verlangsamt, selbst wenn
diese Maßnahme erst nach Ausbruch der Symptomatik ergrif-
fen worden war. Bemerkenswert an dieser Strategie waren der
retrograde Transport der Viren zu den Motoneuronen und der
Nachweis viraler Expressionen für mindestens 1 Jahr nach In-
jektion. Erfolgsunterschiede bestanden in Abhängigkeit von der
verwendeten Substanz. Als nun dasselbe AAV-Konstrukt mit
dem Wachstumsfaktor Glia cell line-derived neurotrophic factor
(GDNF) kombiniert wurde, waren die Effekte geringer ausge-
prägt [62]. Die Injektion von GDNF-kodierenden Viren (AAV
oder Adenoviren) in den Muskel mit anschließendem retrogra-
den Transport von GDNF in die Vorderhörner des Rückenmarks
führte zu einer leichten Besserung der Klinik [127, 1].
Neben der Applikation in den Muskel besteht auch die Mög-
lichkeit, die Viren direkt in den Liquorraum zu injizieren, was
zur Folge hätte, dass direkt vor Ort die gewünschten Substan-
zen produziert würden. Auch mit dieser Strategie konnte eine
Verbesserung der Klinik im Tierversuch erzielt werden [66, 35].
Eine besondere Schwierigkeit liegt aber auch hier in der Wahl der
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richtigen Lokalisation. Die Viren müssten eventuell direkt in die
Vorderhörner injiziert werden, um ihre Wirkung entsprechend
entfalten zu können, doch geht dies mit großem Aufwand einher
und stellt noch keine Lösung für die großflächige Versorgung mit
der gewünschten Substanz dar.
Zusätzlich zu den bereits erwähnten Substanzen IGF-1 und
GDNF scheint VEGF ebenfalls ein interessanter Kandidat für
die Therapie der ALS zu sein. Durch genetische Überexpressi-
on, intracerebroventrikuläre Zufuhr und intramuskuläre Injek-
tion von VEGF-kodierenden Lentiviren konnte der Beginn und
Verlauf der Erkrankung im Mausmodell positiv beeinflusst wer-
den [128, 122, 9, 74, 20, 112].
In Bezug auf die PD ist die Anwendung vonWachstumsfakto-
ren in der Therapie ebenfalls ein vielversprechendes Forschungs-
gebiet. Hierbei stößt man jedoch auf ähnliche Schwierigkeiten,
wie sie bei der ALS auftreten [104].
Stammzelltherapie neurodegenerativer Erkran-
kungen
Die Stammzellentherapie ist besonders für neurodegenerative Er-
krankungen eine sehr vielversprechende Therapieoption, da durch
sie zugrunde gegangene Neuronen ersetzt werden könnten. Hier-
durch könnte die Funktionsfähigkeit erhalten oder wiederherge-
stellt werden. Neben dem Zellersatz werden Stammzellen auch
als Möglichkeit gesehen, das Umfeld der Nervenzellen positiv
zu beeinflussen. Mehrere Untersuchungen zeigten, dass die von
Stammzellen produzierten Substanzen GDNF, BDNF, IGF-1 oder
VEGF das Überleben der Zellen verbessern und die klinische
Symptomatik mildern [75, 74].
Die Umsetzung dieser Theorien bereitet jedoch beträchtli-
che Schwierigkeiten. Es existiert eine breite Palette verschiede-
ner Stammzellen, angefangen bei den pluripotenten embryonalen
Stammzellen über mesenchymale Stammzellen bis hin zu neuro-
nalen Progenitorzellen. Deren Gewinnung gestaltet sich unter-
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schiedlich aufwändig und ist mit eventuellen ethischen Hemm-
nissen verbunden. Eine relativ neue Option stellen die induzier-
ten pluripotenten Stammzellen dar, die durch Reprogrammie-
rung adulten somatischen Gewebes erzeugt werden. Die einzel-
nen Krankheiten aus der Gruppe der neurodegenerativen Er-
krankungen sind durch den Zelltod charakterisiert, sodass man
bei noch unbekannter Ursache eventuell von Erkrankung zu Er-
krankung verschiedene Zelltypen auswählen muss, um das beste
Resultat zu erzielen [75].
Bei der Anwendung embryonaler Stammzellen müssten die
Patienten immunsupprimiert werden, während dies bei autolog
transplantierten, mesenchymalen Stammzellen nicht notwendig
wäre. Neben den Schwierigkeiten im Rahmen der Stammzellen-
gewinnung stellen auch die unterschiedlichen Applikationswege
viele Herausforderungen dar. Will man die Zellen in eng um-
schriebene Lokalisationen, wie etwa die Substantia nigra bei der
PD, injizieren, scheint dies noch durchführbar. Bei der AD oder
auch der ALS sind die betroffenen Areale jedoch so weitläufig,
dass es operativ schwierig wäre, alle Gebiete ausreichend mit
Stammzellen zu versorgen [75, 20].
Eine weitere Schwierigkeit liegt in der Komplexität des Ner-
vensystems. Werden Stammzellen nun implantiert, um als neu-
ronaler Zellersatz zu dienen, müssten sie erst die nötigen synap-
tischen Verbindungen eingehen, die für die Funktionstüchtigkeit
absolut unerlässlich sind. Im Falle der ALS liegen große Distan-
zen zwischen den Vorderhörnern und den peripheren Muskeln,
die korrekt überbrückt werden müssten. Eine besondere Heraus-
forderung wird zudem der Transfer vom Tierversuch imMausmo-
dell in den Menschen darstellen, da sich die Größe beträchtlich
unterscheidet [20, 74, 75].
29
Abbildung 6: Schematische Darstellung über den Einsatz von
Stammzellen in der Therapie der ALS: (1) Anregung der endo-
genen neuronalen Vorläuferzellen (NPC), das Rückemark zu re-
parieren. (2) Wachstumsfaktorzufuhr durch NPCs, um die neuro-
trophe Unterstützung der vorhandenen Zellen zu steigern. (3) Er-
satz von gestörten Astrozyten und Mikroglia. (4) Wiederherstel-
lung der neuronalen Verschaltung innerhalb des Rückenmarks.
(5) Motoneuron-Ersatz: NPC differenzieren zu Motoneuronen
und bilden Axone in die Peripherie aus. (6) Unterstützung der
Axone durch Wachstumsfaktoren, um Verbindungen in die Pe-
ripherie auszubilden. (7) Lokale Produktion von Wachstumsfak-
toren im Muskel, um die neuromuskuläre Verbindung und die
Axone zu schützen (aus [74]).
Das Konzept: Stammzellen als „Trojani-
sche Pferde“
Die Zukunft der Therapie der neurodegenerativen Erkrankungen
scheint trotz der genannten Herausforderungen in der Stammzell-
therapie zu liegen. Die klinische Anwendung als Zellersatzthera-
pie liegt noch in etwas entfernterer Zukunft. Das im Rahmen
dieser Arbeit präsentierte Therapiekonzept mit den dargelegten
Vorarbeiten scheint, entsprechend der vorliegenden Daten, viel-
versprechend für die Therapie der ALS und eventuell anderer
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neurodegenerativen Erkrankungen zu sein. Dennoch lehrt die
Vergangenheit, dass das wahre Potential auch im Tierversuch
erfolgreicher Therapien erst in klinischen Studien abschließend
beurteilt werden kann.
Die größten Schwierigkeiten der Therapie mit Wachstums-
faktoren liegen, wie bereits erwähnt, in der Sicherstellung einer
anhaltenden, ausreichend hohen und zielgenauen Bereitstellung
der neurotrophen Faktoren. Um diesen Herausforderungen zu be-
gegnen, wird ein Vorschlag von Appel et al. aufgegriffen [8]. Es
werden hämatopoetische Stammzellen als „Trojanische Pferde“
für die Bereitstellung der Wachstumsfaktoren verwendet. Wie
gezeigt werden konnte, wandern die Stammzellen selbständig in
die betroffenen Hirn- und Rückenmarksareale. Wenn man nun,
durch genetische Veränderung der Stammzellen mittels lentivira-
ler Vektoren, diese in kleine, über lange Zeit produzierende und
an den gewünschten Stellen ansässige „Minipumpen“ für neuro-
trophe Faktoren verwandelt, können mehrere Probleme gleich-
zeitig gelöst werden. Es bedürfte keines operativen Eingriffs im
Rückenmark, der, um alle Areale zu erreichen, sehr großflächig
ausfallen müsste. Die Wachstumsfaktoren würden über länge-
re Zeit gleichbleibend produziert, sodass Wirkstoffschwankungen
überwunden wären und den Halbwertszeiten nur noch nachran-
gige Bedeutung zukäme.
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Zielsetzung
Die ALS ist eine unaufhaltsam fortschreitende neurodegenerative
Erkrankung mit isoliertem Befall des motorischen Systems, für
die bislang keine effektive Therapie existiert. Aktuelle Forschun-
gen untersuchen die Anwendung von Stammzellen und (neuro-
trophen) Wachstumsfaktoren. Eine besondere Schwierigkeit für
den Einsatz von Wachstumsfaktoren stellt deren zielgerichtete
Applikation dar. Diese Dissertation behandelt die Vorarbeiten
zu einem neuartigen Therapiekonzept, im Rahmen dessen hä-
matopoetische Stammzellen, welche gemäß Appel et al. in die
betroffenen Areale einwandern, in lokal ansässige „Minipumpen“
für neurotrophe Faktoren verwandelt werden.
Die experimentelle Umsetzung gliedert sich in mehrere Ab-
schnitte. Nach der Wahl geeigneter neurotropher Wachstumsfak-
toren müssen Vektoren entwickelt werden, die diese beinhalten
und für die Verwendung in lentiviralen Vektorsystemen geeignet
sind. Anschliessend bedarf es der Amplifikation für die Virus-
produktion ausreichender DNA-Mengen. Die produzierten Viren
werden durch in vitro Transduktion auf ihre Funktionstüchtig-
keit untersucht. Weitere Schritte, deren Durchführung jedoch
nicht mehr im Rahmen dieser Arbeit geplant war, dienen der
Verifizierung des Konzepts in einem Mausmodell der ALS. Hier-
für muss Knochenmark extrahiert und daraus hämatopoetische
Stammzellen isoliert werden. Diese werden durch die Viren trans-
duziert und anschließend in die Versuchstiere intravenös injiziert.
Das Knochenmark dieser Mäuse wird vor Injektion der Zellen
durch Bestrahlung depletiert. Die Versuchstiere werden bezüg-
lich des primären Endpunktes „Überleben“ und des sekundären
Endpunktes „Verlauf der motorischen Funktion“ überwacht.
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Material und Methoden
Laborausrüstung
Inkubator für Zellkulturen (Heraeus, ThermoSientific)
Sterile Werkbank (Hera Safe, Heraeus Instruments)
Zentrifugen (Eppendorf, Hettich, Sorvall, Beckman-Coulter)
Fireboy (Integra Biosciences)
Pipetboy (Integra Biosciences)
Vortex Genie 2 (Scientific Industries)
Wasserspender für de-ionisiertes H2O, Milli-Q (Millipore)
Kühlschrank 4°C (Liebherr)
Kühlschrank -20°C (Liebherr)
Tiefkühltruhe -80°C
Spektrophotometer NanoDrop (ThermoScientific)
Zählkammer für Zellen (Reichert, Bright-Line)
Pipetten (Eppendorf)
Pipettenspitzen (10, 20, 200, 1000 µl) (Eppendorf)
Lichtmikroskop (Zeiss, Leica, Hund Wetzlar)
Bakterieninkubator
Bakterienshaker (Infors HT)
UV-Präparationstransluminator (Bachofer Laboratoriumsgeräte)
UV-Transluminator (Bio-Rad)
Gel-Analyse-Programm (Quantity One, Bio-Rad)
Autoklaven (Varioclav, ThermoScientific, Webeco)
Waage (Mettler-Toledo)
Spannungsregulator für Gelelektrophorese, Power Pac 3000 (Bio-
Rad)
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Temperaturregulatoren Thermocylcer T3 (Biometra)/ Thermo-
Stat plus (Eppendorf)
Molekularbiologische Methoden
Verwendete Materialien
Lysogeny broth-Medium (LB-Medium): 10.0 g Tryptone,
5.0 g Hefe - Extrakt, 10.0 g NaCl, 950ml H2O, pH-Anpassung
auf 7,0 mittels 5,0N NaOH falls erforderlich, H2O auf 1
Liter ergänzen, Autoklavierung für 20 min; Antibiotikum
hinzufügen entsprechend der benötigten Konzentration, z.B.:
100µg/ml Ampicillin.
Gefriermedium (FMB): 40% Glycol, 60% LB-Medium.
LB-Agar: 10.0 g Tryptone, 5.0 g Hefe-Extrakt, 10.0 g NaCl und
1.5% Agar in 950ml H2O gelöst, pH-Anpassung auf 7,0 mit-
tels 5,0N NaOH falls erforderlich, H2O auf 1 Liter ergänzen,
Autoklavierung für 20 min; Antibiotikum hinzufügen ent-
sprechend der benötigten Konzentration, z.B.: 100µg/ml
Ampicillin; Anschließend in Bakterienkulturplatten ausge-
gossen (ca. 25ml/100mm Platten).
SOC-Medium: 2% Tryptone, 0.5% Hefe-Extrakt, 10mM Na-
triumchlorid, 2.5mM Kaliumchlorid, 10mM Magnesium-
chlorid, 10mM Magnesiumsulfat, 20mM Glukose.
10x TAE-Puffer: 242g Trizma-Base; 100ml 0,5M EDTA; pH
8,0; 57,2ml Eisessig und H2O ad 1 Liter.
Bakterienaufbewahrung
Für die langfristige Aufbewahrung von Bakterien werden die
Kulturen in LB-Medium mit FMB im Verhältnis 1:1 gemischt
und bei -80°C gelagert.
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DNA-Lagerung
DNA wurde bei -20°C gelagert und jeweils kurz vor der Anwen-
dung auf Eis aufgetaut.
Hitze-Schock-Transformation von kompetenten
Bakterien
One ShotStbl3 kompetente E.coli (Invitrogen) wurden entspre-
chend dem vom Hersteller bereitgestellten Protokoll transfor-
miert. Hierzu wurde einem Reaktionsgefäß, das 5µl der aufge-
tauten Bakterien enthielt, die Ziel-DNA hinzugefügt und vor-
sichtig vermischt. Diese Mixtur wurde für 30 Minuten auf Eis
inkubiert und anschließend für 45 Sekunden auf 42°C erwärmt.
Danach wurde sie für 2 Minuten auf Eis gelagert, bevor 250µl
SOC-Medium untergemischt wurden. Es folgte eine einstündige
Inkubation bei 37°C und 225 rpm im Bakterienshaker. Im An-
schluss wurde der Inhalt in unterschiedlichen Mengen (25-100µl)
auf vorgewärmten und mit entsprechenden Antibiotika versetz-
ten LB-Agarplatten verteilt. Nicht verbrauchtes Material wurde
bei 4°C gelagert. Auf diese Weise bearbeitete Agarplatten wur-
den auf dem Deckel liegend bei 37°C über Nacht inkubiert.
Plasmidpräparationen
Plasmidpräparation im kleinen Maßstab
Um die Plasmide einzelner Bakterienkolonien untersuchen und
weiter bearbeiten zu können, musste die entsprechende DNA in
ausreichendenMengen und guter Qualität gewonnen werden. Da-
zu wurden ausgewählte Kolonien in 4ml LB-Medium übertragen
und nach Beimengung des entsprechenden Antibiotikums für 16
Stunden bei 37°C unter beständigem Schütteln (225rpm) inku-
biert. Die Bakterien wurden geerntet, indem die Kulturen bei
Raumtemperatur für 3 Minuten zentrifugierte wurden und an-
schließend der Überstand sorgfältig entsorgt wurde. Im Weiteren
wurden kommerzielle Reagenzien (Qiagen) gemäß den Instruk-
tionen des Herstellers verwendet. Das Pellet wurde mit 250µl
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des Puffers P1, dem RNase A und LyseBlue hinzugefügt wor-
den war, resuspendiert und in ein Mikrozentrifugationsröhrchen
(Eppendorf) übertragen. LyseBlue ist ein Indikator, der durch
Farbumschlag anzeigt, ob die verwendeten Puffer optimal ge-
mischt wurden und hilft so, die Effizienz zu steigern. Im nächsten
Schritt wurden 250µl des Puffers P2 hinzugefügt und vorsichtig
gemischt. Zum Unterbrechen der Lyse wurden nach spätestens
5 Minuten 350µl des Neutralisationspuffers N3 hinzugefügt und
abermals vorsichtig geschüttelt, bis sich die blaue Farbe voll-
ständig zurückgebildet hatte. Die nun sichtbaren Ausfällungen
wurden mit ca. 17000 xG für 10 Minuten abzentrifugiert und der
Überstand in eine Zentrifugationssäule überführt. Nach abermals
30-60 Sekunden Zentrifugation wurde der Durchfluss verworfen.
Um einen hohen Reinheitsgrad zu erhalten, wurde die Säule zu-
erst mit 500µl des Puffers PB gewaschen, der Durchfluss ver-
worfen und dieser Schritt mit 0.75ml des Puffers PE wiederholt.
Anschließend wurde die Säule eine weitere Minute zentrifugiert,
um sie von allen Pufferrückständen zu säubern. Um die im Fil-
ter enthaltene DNA zu extrahieren, wurden 50µl des Puffers EB
appliziert und mit einem neuen Reaktionsgefäß für 1 Minute zen-
trifugiert.
Plasmidpräparation im großen Maßstab
Um für die Virusproduktion ausreichende Mengen der Plasmi-
de in hoher Konzentration zu gewinnen, wurde auf das Nucleo-
Bond Xtra Maxi-Kit (Marcherey&Nagel) zur Endotoxin-freien
Präparation zurückgegriffen. Zu Beginn wurde eine Vorkultur
von bereits klassifizierten und kontrollierten Bakterienstämmen
in 4ml LB-Medium mit entsprechendem Selektionsantibiotikum
angelegt und für 8 Stunden bei 37°C und 225 rpm inkubiert. An-
schließend wurde diese in 300ml LB-Medium überführt und für
weitere 16 Stunden unter denselben Bedingungen inkubiert. Dar-
aufhin wurde der Ansatz für 15 Minuten bei 4°C und 6000 xG
zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde mit
12ml des Puffers RES-EF vollständig resuspendiert und unter
Zugabe von 12ml des Puffers LYS-EF lysiert. Danach folgte eine
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5-minütige Inkubation bei Raumtemperatur. In der Zwischen-
zeit wurden die Filtrationssäulen durch Äquilibration mit 35ml
des Puffers EQU-EF vorbereitet. Um die Lyse zu unterbrechen,
wurden 12ml des Puffers NEU-EF hinzugefügt. Es folgte eine
Inkubation auf Eis von 5 Minuten. Die gesamte Mixtur wur-
de anschließend in die vorbereiteten Säulen überführt. Nach der
Waschung des Filters mit 10ml des Puffers FIL-EF konnte der
NucleoBond Xtra Filter entfernt werden. Jetzt wurde die Säule
mit 90ml des Puffers ENDO-EF gereinigt. Es folgte eine dritte
Reinigung mit 45ml des Puffers WASH-EF. Die im Filter ent-
haltene DNA wurde mit 15ml des Puffers ELU extrahiert. Um
eine höhere DNA-Konzentration zu erreichen, wurde dieses Ex-
trakt mit 10.5ml Isopropanol vermischt, was zum Ausfallen der
DNA führte. Nach Zentrifugation (15 000 xG, 4°C, 30 Min.) und
Absinken der Präzipitate auf den Boden des Röhrchens wur-
de der Überstand verworfen. Um das verbliebene Isopropanol
zu entfernen, wurde das DNA-Pellet mit 5ml 70%igem Etha-
nol gewaschen und zentrifugiert (15 000 xG, RT, 5 Min.). Das
Ethanol wurde weitestgehend mit einer Pipette entfernt und der
Rest bei Raumtemperatur für 15 Minuten vollständig verduns-
tet. Das DNA-Präzipitat wurde anschließend mit einer kleinen
Menge sterilem H2O gelöst, um eine möglichst hohe Konzentra-
tion zu erreichen. Durchschnittlich konnte das Präzipitat in ca
1.5ml H2O resuspendiert werden. Auch diese DNA wurde zur
Lagerung bei -20°C tiefgefroren.
Anwendung von Restriktionsenzymen
Um DNA an bestimmten Stellen zu schneiden, wurden der ent-
sprechenden Sequenz angepasste Restriktionsenzyme (Fermen-
tas, NEB) gemäß der Herstellerangaben eingesetzt. Dabei wur-
den ca. 5µl DNA, 1µl Enzym und, bei einem Zielvolumen von
30µl, 3µl 10x FastDigest (bei Verwendung der FastDigest-Enzyme,
andernfalls entsprechende Puffer) Puffer verwendet und anschlie-
ßend das Restvolumenmit de-ionisiertemWasser aufgefüllt. Nach
10Minuten Inkubationszeit wurden die Restriktionsenzyme durch
5 -minütiges Erhitzen auf 80°C inaktiviert. Wurden gleichzeitig
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zwei verschiedene Restriktionsenzyme verwendet, so wurde ein
kompatibler Puffer verwendet.
Verwendete Restriktionsenzyme:
Enzym BamHI BglII
Zielsequenz GGATCC AGATCT
Enzym SalI SmaI
Zielsequenz GTCGAC CCCGGG
Enzym EcoRI XbaI
Zielsequenz GAATTC TCTAGA
Enzym EcoRV XhoI
Zielsequenz GATATC CTCGAG
Anwendung des Klenow-Fragments
Falls sich durch Restriktionsenzyme ausschließlich Enden mit
einem 3’ und/oder 5’-Überhang bilden ließen, jedoch stump-
fe Enden notwendig waren, konnte dies durch die Anwendung
des Klenow-Fragments (Fermentas) erreicht werden. Es wurde
folgende Mixtur angesetzt: 10-15µl der Ziel-DNA, 2µl des 10x
Puffers für Klenow-Fragmente, 0,5µl eines dNTP Mix, 0,1-0,5
µl Klenow-Fragment und ergänzte mit nuklease-freiem Wasser
bis 20µl . Diese wurde für 15 Minuten bei 30°C inkubiert und
anschließend die Reaktion durch Hitze-Inaktivierung (75°C, 10
min) gestoppt.
DNA-Dephosphorylierung
Falls sich im Rahmen der Anwendung von Restriktionsenzymen
Enden bildeten, die aufgrund ihrer Kompatibilität bereits ohne
die Zugabe einer Ligase religierten, entfernte man mit Hilfe der
Antarctic Phosphatase (New England BioLabs) die 5’ Phosphat-
Gruppe der DNA. Dieses Vorgehen verhindert diesen Effekt,
da ohne diese Phosphatgruppe keine Autoreligation möglich ist.
Man mischt 5µl der Ziel-DNAmit 1µl Antarctic Phosphatase und
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Antarctic Phosphatase Puffer und inkubiert dies für 15 Minuten
bei 37°C um 5’ Überhänge oder stumpfe Enden zu behandeln
oder 60 Minuten, um auch 3’ Überhänge effektiv zu dephospho-
rylieren. Durch 5-minütiges Erhitzen auf 65°C lässt sich dieses
Enzym inaktivieren und der Prozess stoppen.
DNA-Ligation
Um DNA-Fragmente miteinander zu verbinden, wurde T4 DNA
Ligase (Fermentas) verwendet und entsprechend der Hersteller-
angaben vorgegangen. Es wurden 2µl des Vektors und gegebe-
nenfalls 5-6µl des Inserts, 1µl des 10x T4 DNA Ligase Puffers
und 1µl T4 DNA Ligase verwendet. Diese Mischung wurde für
eine Stunde bei 22°C inkubiert und anschließend für Transfor-
mationen verwendet.
Polymerasekettenreaktion
Zur Vervielfältigung spezifischer DNA-Abschnitte wurde die Po-
lymerasekettenreaktion (PCR) verwendet. Bei der Anwendung
wurde sich an den Herstellerangaben der verwendeten Enzyme
orientiert (New England Biolabs). Ein Ansatz setzte sich wie
folgt zusammen:
Menge Substanz
2µl DNA-Probe
5µl 10x EXT Puffer
2,5µl sense Primer (10µM)
2,5µl anti-sense Primer (10µM)
1µl dNTP Mix (10mM/jeden Nukleotids)
0,5µl EXT DNA-Polymerase
42,5µl ddH2O
50µl Gesamtvolumen
Der Temperaturlauf hatte folgende Struktur [23]:
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Temperatur Dauer (sec) Zyklen
94°C 120 1
94°C 30
53/60°C 30 6/20x
72°C 45
72°C 300 1
4°C ∞ 1
Verwendete Primer:
Forward - PCR -Primer, 25-mer:
5’-ATGACCATCCTTTTCCTTACTATGG -3’
Reverse - PCR -Primer, 25-mer:
5’-CCCGGGCTATCTTCCCCTTTTAATG -3’
Gel-Extraktion von DNA-Proben
Für die Extraktion eines gewünschten DNA-Fragments aus ei-
nem Agarose-Gel, welches durch die nachfolgend beschriebene
Gel - Elektrophorese separiert und identifiziert wurde, musste die
entsprechende Bande ausgeschnitten und anschliessend unter Ver-
wendung eines kommerziell erworbenen Kits wiederaufbereitet
werden.
Zuerst wurde die ausgeschnittene Gel-Scheibe gewogen und
anschließend die 3-fache Menge des Puffers QG aus dem Gel-
Extraktionsset (Qiagen) hinzugefügt. Diese Mixtur wurde für 10
Minuten bei 50°C inkubiert und in Intervallen von 2-3 Minuten
mittels eines Vortex kräftig durchmischt. Nach dieser Behand-
lung sollte sich das gesamte Gel aufgelöst haben, sodass nun
die einfache Menge Isopropanol zugegeben werden konnte. Der
gesamte Inhalt wurde nun in ein QIAquick Spin-Röhrchen über-
führt und für 1 Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde ver-
worfen und der Filter anschließend zweimal mit dem Puffer QC
gewaschen. Um die nun im Filter enthaltene gereinigte DNA zu
extrahieren, applizierte man 50µl des Puffers PE in die Mitte
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des Filters, überführte das Röhrchen in ein neues Reaktionsge-
fäß und zentrifugierte abermals für 1 Minute. In dem Durchfluss
war nun das DNA-Fragment enthalten und konnte für weitere
Experimente verwendet werden.
DNA-Aufreinigung nach PCR und Anwendung
von Restriktionsenzymen
Im Anschluss an eine PCR war es notwendig, die Primer so-
wie die Enzyme aus dem Gemisch zu entfernen. Ebenso wurde
verfahren, wenn sich beim Einsatz von Restriktionsenzymen sehr
kleine Fragmente bildeten oder sequenziell verschiedener Enzyme
eingesetzt wurden. Um die DNA nun von diesen Kontaminanten
zu befreien, wurde ein PCR-Purification-Kit (Qiagen) angewen-
det. Dieses Verfahren gleicht der Gel-Extraktion, jedoch ohne die
Gel-Lyse.
Nach einer PCR wurde das 5-fache Volumen des Puffers PB
hinzugefügt, nach der Anwendung von Restriktionsenzymen das
10-fache Volumen, ausgenommen die Fragmente waren >100bp.
Dieser Ansatz wurde nun in eine QIAquick Spin-Säule übertra-
gen und 1 Minute zentrifugiert. Der Filter wurde anschließend
mit 0,75ml des Puffers PE gewaschen. Um alle Rückstände sicher
zu entfernen, wurde die Säule nochmals 1 Minute zentrifugiert.
Nach dem Transfer in ein neues Reaktionsgefäß wurde die in dem
Filter enthaltene DNA mittels 50µl des Puffers EB eluiert.
DNA-Konzentrationsbestimmung
In den beschriebenen Verfahren kann die finale DNA-Gehalt nicht
vorausgesagt werden. Aus diesem Grund wurde die DNA-Kon-
zentration von Proben mit Hilfe eines Photospektrometers (Nan-
odrop, peqlab) bestimmt. Man applizierte 1-2µl der Testlösung
auf den Sensor und ermittelte die darin enthaltene DNA-Kon-
zentration bei einer Wellenlänge von 230nm.
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DNA-Analyse mittels Agarose-Gel-Elektro-
phorese
Für die DNA-Gel-Elektorophorese wurde Agarose-Gel in Kon-
zentrationen von 0,8 - 1,2% mit 0,4µg/ml Ethidiumbromid in 1x
TAE-Puffer verwendet. Welche Konzentration bei den einzelnen
Untersuchungen zum Einsatz kam, hing von der erwarteten Grö-
ße der Fragmente ab. Je größer das Fragment war, desto geringer
war die Agarosekonzentration und umgekehrt. Die DNA-Proben
wurden mit 1/5 Loading Dye-Puffer gemischt. Die Elektrophore-
se wurde in waagerechter Position durchgeführt, wobei das Gel
von TAE-Puffer umgeben war. Als Bezugsgröße wurde in den
meisten Fällen eine 1kb oder 2log Leiter (New England Biolabs)
verwendet. Im Anschluss konnte die DNA entweder extrahiert
und weiterverarbeitet werden, wie bereits beschrieben, oder das
Bandenmuster wurde lediglich dokumentiert, um die Länge eines
Fragments zu bestimmen. Dazu wurde unter Verwendung eines
Molecular Imager Gel Doc Systems (Bio-Rad) ein Bild des mit
Ethidiumbromid gefärbten Gels angefertigt.
Plasmid-DNA-Kontrollen
Plasmide wurden auf ihre Korrektheit der Sequenz entweder durch
den enzymatischen Verdau mittels Restriktionsenzymen und an-
schließende Gel-Elektrophorese, oder durch Sequenzierung durch
den institutsinternen Sequenzierungsservice geprüft.
Verwendete Primer:
pJET1.2 Forward Sequencing Primer, 23-mer:
5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC -3’
pJET1.2 Reverse Sequencing Primer, 24-mer:
5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG -3’
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Zellkulturen
Verwendete Materialien
Für die Zellkulturen der Packaging-Zellen wurden kommerziell
erworbene 293FT-Human Embyonic Kidney(HEK)-Zellen (Invi-
trogen) verwendet.
Zellmedium(CM): Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM),
10% fetales bovines Serum (FBS), 2mM L-Glutamin, 0,1mM
Minimum Essential Medium (MEM) nicht-essentielle Ami-
nosäuren und 1mMMEM Natriumpyruvat. Das fertige Me-
dium wurde mit einem Filter mit einer Porengröße von
0,45µm filtriert. Alle Substanzen wurden von Invitrogen
bezogen.
CM+Antibiotika(AB): Um Medium mit Antibiotikum zu er-
halten, wurde das ursprüngliche Zellmedium mit 500µg Ge-
neticin (Invitrogen) pro ml Medium vermischt.
Gefriermedium(FMC): 90% Zellmedium, 10% Dimethylsul-
foxid (DMSO).
PBS: 8g NaCl; 0,2g KCl; 1,44g Na2HPO4; 0,24g KH2PO4; pH
auf 7,4 anpassen, ddH2O ad 1 Liter. Durch Autoklavierung
sterilisieren.
Trypan Blau: Trypan Blue 0,4% Zellfärbemittel für die Zell-
zählung (Invitrogen)
Trypsin/EDTA: 0,05% Trypsin/0,02% EDTA-Lösung zur Dis-
soziation der Packaging-Zellen vom Untergrund (Invitro-
gen)
Gefrierröhrchen: CryoTube 1.8ml (NUNC, Thermo Scientific)
Zentrifugationsgefäße: 15ml oder 50ml Falcon Conical Tubes
(BD)
Zellkulturschalen: 100mm Falcon Petri - Schalen (BD)
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Inkubationsbedingungen
Zur Kultivierung der Packaging-Zellen herrschten folgende Be-
dingungen: 37°C, 10% CO2-Gehalt bei 95% relativer Luftfeuch-
tigkeit.
Auftauen der Packaging-Zellen
Zellvorräte werden in Gefrierröhrchen mit 3x106 Zellen pro ml
Gefriermedium bei -196°C in flüssigem Stickstoff gelagert. Zum
Auftauen wurde das Gefrierröhrchen zügig in ein 37°C warmes
Wasserbad überführt. Unmittelbar bevor der Inhalt vollständig
aufgetaut war, wurde die Außenseite mit 70%-igem Ethanol de-
kontaminiert und anschliessend die Zellen in ein 15ml Zentrifu-
gationsgefüß, das mit PBS gefüllt war, überführt. Es folgte eine
Zentrifugation für 8 Minuten bei 4°C und 1200 rpm. Das Pel-
let wurde anschließend in 2ml CM resuspendiert und auf einer
10cm Schale verteilt. Das Gesamtvolumen wurde durch Zugabe
von CM auf 8ml erhöht und über Nacht inkubiert. Am nächsten
Tag wurde das Medium sorgfältig entfernt und durch CM+AB
ersetzt. Unter täglicher Kontrolle wurde solange abgewartet bis
80-90% der Bodenfläche bewachsen war und die Zellen anschlie-
ßend auf mehrere Schalen verteilt. Bevor aufgetaute Zellen wei-
terverarbeitet wurden, sollten sie mindestens drei dieser Zyklen
durchlaufen haben.
Passagieren der Packaging-Zellen
Das gesamte Medium wurde sorgfältig abgesaugt und die ad-
härenten Zellen mit 10ml PBS gewaschen, um Rückstände von
Medium und Serum zu entfernen. Es wurden 2ml von Tryp-
sin/EDTA aufgebracht und die Schalen bei Raumtemperatur für
3-5 Minuten inkubiert, bis sich alle Zellen vom Untergrund gelöst
hatten. Die Suspension wurde in ein 15ml Gefäß überführt, mit
13ml CM verdünnt und durch Zentrifugation (8 Minuten, 4°C,
1200rpm) gereinigt. Der Überstand wurde verworfen und das
Pellet in 10ml CM+AB resuspensiert. Die Zellzahl der Suspen-
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sion wurde, wie im folgenden Abschnitt beschrieben, bestimmt
und entsprechend dieser Aliquote auf mehrere Zellkulturschalen
verteilt, um eine Zelldichte von 2 bis 5 x 104 Zellen pro cm2 zu
erreichen. Das Volumen wurde durch vorgewärmtes CM+AB auf
8ml ergänzt.
Zählen der Packaging-Zellen
Das Zellwachstum ist nur bei optimaler Dichte gut. Deshalb ist
es notwendig, die Zellzahl zu bestimmen. Es wurde aus diesem
Grund eine kleine Menge der Zellsuspension in ein Reaktions-
röhrchen überführt und soweit verdünnt, bis die erwartete Zell-
zahl zwischen 100-1000Zellen/0,1µl lag. Zu 1ml der Verdünnung
mischte man 100µl Trypan Blau-Färbemittel. Nach 1-2 Minu-
ten wurde mit Hilfe der Zählkammer die Anzahl der Zellen be-
stimmt und unter Berücksichtigung des Verdünnungsfaktors die
Gesamtzellzahl errechnet. Man konnte in der Zählkammer zwi-
schen blau gefärbten und klaren Zellen unterscheiden, wobei sich
die lebendigen Zellen klar darstellten. Unter Berücksichtigung
dieser beiden Gruppen konnte der Prozentsatz der lebendigen
Zellen berechnet werden:
% lebendigerZellen =
(
1.00− Anzahl blau angefa¨rbter Zellen
Anzahl aller Zellen
)
·100
Es sollten mindestens 95% der Zellen keine Farbe aufneh-
men, damit es sich um eine vitale Kolonie in der logarithmischen
Wachstumsphase handelte.
Einfrieren der Packaging-Zellen
Um Vorräte von Packaging-Zellen anzulegen und somit jederzeit
eine neue Kolonie starten zu können, mussten Zellen tiefgefroren
werden. In den Gefrierröhrchen sollte eine Zelldichte von min-
destens 3 x 106 Zellen herrschen. Wie in den letzten Abschnitten
beschrieben, mussten die Zellen erst von der Unterlage losgelöst,
gereinigt und gezählt werden, um dann im korrekten Verhält-
nis mit Gefriermedium gemischt zu werden. Das Gefriermedium
45
sollte stets frisch zubereitet und filtriert werden, um Verunrei-
nigungen zu vermeiden. Die Aliquote wurden in Gefrierröhrchen
verteilt und zunächst in Styropor-Boxen auf -80°C abgekühlt,
bevor sie in flüssigen Stickstoff (-196°C) überführt wurden.
Virusproduktion
Die Virusproduktion erfolgte gemäß eines Protokolls aus Nature
Protocols, jedoch in abgewandelter Form [124]. Gemäß den gel-
tenden Sicherheitsbestimmungen wurden alle Arbeiten in einem
S2-Labor durchgeführt.
Verwendete Materialien
Hepes: HEPES (Invitrogen)
PolyLysin: PBS + 0,001% L-Lysin, filtriert mit 0,45µm Poren-
größe.
Opti-MEM: Opti-MEM Reduced Serum Medium, GlutaMAX
(Invitrogen)
Lipofectamine: Lipofectamine 2000 Transfection Reagent (In-
vitrogen)
Sucrose: PBS+20% Sucrose
BSA: Rinder Serum Albumin (Invitrogen)
TCM: D-MEM, 2mM L-Glutamin, 0,27mM Asparagin, 0,1mM
MEM nicht-essentielle Aminosäuren, 1mM Natriumpyru-
vat, 1% Penicillin - Streptomycin. 4µl 2-Mercaptoethanol
pro Liter.
TCM+10%FBS: 90%TCM; 10% nicht-inaktiviertes FBS (GIB-
CO)
150mmSchalen: 150mm x 20mm Petri-Schalen mit Nunclon
∆ Oberfläche (NUNC, Thermo Scientific)
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0.22µm-Filter: Stericup-Filter mit 0,22µm Porengröße (Milli-
pore)
Rotor: SW-28 Swinging Bucket-Rotor (Beckman Coulter)
Vorbereitungen
Bevor mit der Virusproduktion begonnen werden konnte, muss-
ten Packaging - Zellen entsprechend der vorangegangenen Erläu-
terungen vorbereitet werden. Darüber hinaus mussten ausrei-
chende Mengen der benötigten Plasmide bereitstehen.
Ablauf der Virusproduktion
Tag 0
In Petri-Schalen mit 100mm Durchmesser sind circa 70% der
Fläche mit 293FT-HEK-Zellen bewachsen. Das Medium wird ab-
gesaugt und die Zellen werden durch Beträufeln mit 2ml Tryp-
sin/EDTA und Inkubation für 3-5 Minuten bei Raumtemperatur
von der Bodenfläche vollständig abgelöst. Pro Milliliter Tryp-
sin/EDTA werden 10ml Hepes hinzugefügt und diese Suspension
in ein konisches Zentrifugationsröhrchen überführt. Dementspre-
chend konnte der Inhalt mehrerer Schalen in einem Röhrchen
gesammelt und zentrifugiert (8 Minuten, 4°C, 1200rpm) werden.
In der Zwischenzeit wurde die gleiche Anzahl an Zellkultur-
platten mit 150mmDruchmesser mit PolyLysin gespült und min-
destens 30 Minuten unter UV-Bestrahlung getrocknet, bis keine
feuchten Stellen mehr vorhanden waren. Nun wurden die Zellen
in passenden CM-Volumina resuspendiert, sodass auf die 150mm
Schalen gleiche Zellzahlen verteilt werden konnten. Anschließend
wurde CM in dem Maße hinzugefügt, um das Zielvolumen von
20ml zu erreichen. Die Packaging-Zellen wurden entsprechend
den bereits genannten Bedingungen für 24h inkubiert.
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Tag 1
Nach einem Tag waren etwa 80% der Fläche der Petri-Schalen
mit Zellen bedeckt. Dies stellte die ideale Zelldichte dar, da wäh-
rend der nachfolgenden Prozedur kein weiteres Aufteilen der Zel-
len mehr stattfinden würde. Die freien Flächen gaben den Zellen
ausreichend Raum für die noch stattfindenden Zellteilungen.
Im Wasserbad wurde Opti-MEM auf 37°C aufgewärmt. Das
CM von den 150mm Zellkulturplatten wurde vorsichtig abge-
saugt und durch 14ml Opti-MEM ersetzt. Bevor nun die DNA
hinzugefügt werden konnte, wurden die Zellen für 1 Stunde in-
kubiert. In der Zwischenzeit wurden die Plasmide wie folgt vor-
bereitet:
DNA-Ansatz Lipofectamine-Ansatz
270µg der Ziel-DNA 1,218ml Lipofectamine
176µg pMDLg + OptiMEM
95µg pMD2G
68µg pRSV
+ OptiMEM
Gesamtvolumen: 13,8ml Gesamtvolumen: 13.8ml
Die beiden Ansätze wurden separat gründlich durchmischt
und einzeln für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. An-
schließend wurden beide zusammengefügt, abermals durchmischt
und weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Von die-
ser Mixtur wurden nun 2,3ml pro Schale tröpfchenweise gleich-
mäßig über die gesamte Fläche verteilt.
Tag 2
Nach weiteren 24 Stunden wurde das Medium abgesaugt, in 50ml
Falcon-Tubes abgefüllt und bei -80°C tiefgefroren. Die Schalen
wurden mit je 14ml TCM+10% nicht - inaktiviertem FBS wieder
aufgefüllt.
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Tag3
Nach weiteren 24 Stunden wurde nun die gesamte Schale bei
-80°C eingefroren. Der Zweck dieses Schrittes lag in der Zerstö-
rung der Packaging -Zellen, sodass alle enthaltenen Viren freige-
setzt wurden und die Verluste möglichst gering ausfielen.
Vor der Weiterverarbeitung mussten die Überstände beider
Ernten noch mit einem 0,22µm Filter filtriert werden. Dank die-
ser Filtration konnten die Zelltrümmer effektiv entfernt werden,
während die Virionen den Filter passieren konnten, da die hier
verwendeten lentiviralen Virione einen Durchmesser von circa
110nm [103] aufweisen.
Aufbereitung der Viren
Obwohl man gemäß Nature Protocols [124] auch ohne weitere Ar-
beitsschritte die in den Überständen enthaltenen Viren verwen-
den könnte, wurde beschlossen, durch Zentrifugation die Kon-
zentration zu erhöhen.
Tag 1
In die Rotorgefäße wurden zuerst 3ml Sucrose als Puffer einge-
füllt und anschließend die Überstände der Packaging-Zellkulturen
so aufgeteilt, dass sich gegenüberliegende Rotoren exakt aufwo-
gen. Die Zentrifugation (24 000rpm; 104 000 xG; 4°C; 150min)
wurde mit Hilfe einer Beckman Ultrazentrifuge L8-50M/E und
einem Roter SW 28 unter Vakuum durchgeführt. Nach Abschluss
dieses Vorgangs wurde der Überstand vorsichtig entfernt, sodass
möglichst wenig überschüssiges Medium zurückblieb. Das Pellet
wurde nun in 100µl PBS+0,5%BSA je Probe resuspendiert und
für 24 Stunden bei 4°C gelagert.
Tag 2
Am zweiten Tag wurden abermals 100µl PBS+0,5%BSA je An-
satz hinzugefügt und gründlich durchmischt. Alle gelösten Virus-
Pellets wurden anschließend in ein 2ml Reaktionsgefäß überführt
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und bei -80°C gelagert. Um die Viruskonzentration zu ermitteln,
wurden 75µl separat aufbewahrt. Anhand dieser konnte eine Ver-
dünnungsreihe durchführt werden.
Transduktion
Um die Viruskonzentration zu bestimmen, wurden Titrationen
und Retransduktionen gemäß des Titrationsprotokolls von Tro-
nolab durchgeführt2. Dem entsprechend wurden 293FT-HEK-
Zellen in 12-well Platten kultiviert und einem Titrationsverlauf
folgend mit viralen Partikeln beimpft. Mit Hilfe des in den Kon-
strukten enthaltenen GFP-Gens kann die Menge der transduzier-
ten Zellen mittels FACS-Analyse bestimmt werden. Der Erfolg
der Transduktion konnte darüber hinaus auch durch Fluoreszen-
mikroskopie der Zellen dokumentiert werden.
Das beschriebene Verfahren ist sowohl für Viruskonzentrate
als auch den unbehandelten Überstand geeignet.
2http://tcf.epfl.ch/files/content/sites/tcf/files/shared/LV_titration_FACS.pdf
50
Abbildung 7: Titrationsschema (übersetzt und bearbeitet nach: Tronolab Protocols); NC: negative
control
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Ergebnisse
Dieser Abschnitt beschäftigt sich vorrangig mit der Herstellung
der Zielplasmide, da diese die Basis für die Virusproduktion und
somit die weiteren Experimente bilden. Anschließend werden die
Ergebnisse der Virusproduktion und die Funktionsfähigkeit der
Viren erläutert.
In dieser Arbeit wurde ein lentivirales HIV-1 Vektorsystem
der dritten Generation verwendet, das sich aus vier Plasmiden
zusammensetzt. Der Transfervektor enthält das Zielgen, während
drei weitere sogenannte Packaging-Plasmide für die Virusbildung
essentiell sind. Diese tragen aus Sicherheitsgründen die Gene für
die Virushülle auf getrennten Plasmiden [103]. Nach erfolgreicher
Transduktion mit den funktionstüchtigen Viren soll das Zielgen
durch die transduzierten Zellen exprimiert werden.
Transfervektoren mit BDNF und GDNF
Es wurden zwei Ansätze mit unterschiedlichen Promotoren und
den Wachstumsfaktoren BDNF und GDNF verfolgt. Beim Ziel-
vektor mit PGK-Promotor handelte es sich um ein im Labor
bereits vorhandenes, für den Einsatz in lentiviralen Vektorsys-
temen geeignetes Konstrukt. Es trug Neprilysin (NEP) an jener
Stelle, in die wahlweise entweder BDNF oder GDNF eingefügt
wurde.
Jene Plasmide, die einen CMV-Promotor vor der Zielsequenz
besaßen, trugen eine Multiple Cloning Site (MCS) an der ge-
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wünschten Stelle.
BDNF wurde mit Hilfe einer PCR aus einem pMSCVneo-
BDNF-Konstrukt isoliert und in einen pJET1.2-Vektor integriert.
Hierbei handelt es sich um einen Vektor, welcher speziell für die
Klonierung von PCR-Produkten geeignet ist. Die PCR produ-
zierte beiderseits stumpfe Enden, sodass durch Sequenzierung
die korrekte Insertion sowie die fehlerfreie Amplifikation nachge-
wiesen wurde (siehe Abbildung 8).
GNDF wurde aus einem Ursprungsvektor gemäß Abbildung
9 isoliert und anschließend weiterverarbeitet.
Abbildung 9: GDNF-Ursprungs-
vektor mit Angabe relevanter
Schnittstellen für Restriktions-
enzyme
Im Folgenden wird der
Aufbau und die Herstellung
der sechs Zielplasmide (Trans-
fervektoren) dargelegt.
PGK-Promotor
Dieses Plasmid führt einen
humanen X-chromosomalen
Phosphoglyceratkinase 1 (PGK)-
Promotor vor der Zielsequenz.
Von diesem Promotor ange-
führte Gene werden stark ex-
primiert, sodass dieser für len-
tivirale Vektoren gut geeig-
net ist [103][102]. Zusätzlich
beinhaltet dieses Plasmid eine
Internal Ribosome Entry Site
(IRES) in Verbidung mit dem Reportergen enhanced Green Fluo-
rescent Protein (eGFP) sowie das Woodchuck Hepatitis Virus
Posttranscriptional Regulatory Element (WPRE). Auf die Funk-
tion dieser Bestandteile wird in der Diskussion eingegangen (sie-
he Seite 67ff).
Unter Verwendung dieses Promotors wurden drei Plasmide
erstellt. Zuerst PGK-BDNF, bei dem anstelle von NEP BDNF
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(a) Herstellerangaben zur Sequenz und MCS von pJET1.2 angrenzend an die Insertionsstelle für PCR-Produkte.
(b) Ergebnis der Sequenzierung nach Insertion des PCR-Produktes BDNF in pJET1.2. Dargestellt ist der Beginn von BDNF
inklusive des Start-Codons ATG im Anschluss an die Sequenz von pJET1.2.
Abbildung 8: Hierbei handelt es sich um die Gegenüberstellung der Herstellerangaben zu pJET1.2
und den Ergebnissen der Kontrollsequenzierung nach Insertion des PCR-Produktes von BDNF. Zur
Veranschaulichung sind die korrespondierenden Sequenzen markiert. ATG stellt das Start-Codon von
BDNF dar, wovon nur ein Fragment abgebildet ist.
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eingefügt wurde. Dies war zuvor aus pJET1.2 entnommen wor-
den.
In einem weiteren Konstrukt wurde NEP durch GDNF er-
setzt.
Als Negativkontrolle wurde in einem weiteren Ansatz ledig-
lich NEP entfernt und das Plasmid ohne Insert religiert. Auf
diese Weise konnten drei Konstrukte erzeugt werden, die sich
ausschließlich in den Zielgenen unterscheiden, wodurch die best-
mögliche Vergleichbarkeit gewährleistet wird.
Abbildung 10: PGK-Zielvektor.
Es sind zusätzlich relevante
Schnittstellen für Restriktions-
enzyme angegeben. Der Promo-
tor PGK wird gefolgt von NEP,
IRES, dem Reportergen eGFP
und dem posttranskriptionel-
len Regulationselement WPRE.
BDNF und GDNF werden an-
stelle von NEP eingefügt.
Bei beiden Varianten wur-
de der PGK-Zielvektor iden-
tisch vorbereitet: NEP wurde
mit BamHI und SmaI extra-
hiert. GDNF musste in zwei
Schritten vorbereitet werden.
Zuerst wurde mit BamHI be-
gonnen und das nun frei
gewordene Ende mit Hilfe
des Klenow-Fragments in ein
stumpfes Ende umgewandelt.
Im zweiten Schritt konnte das
GDNF-Gen mit SalI freige-
setzt werden.
Zur Extraktion von BD-
NF aus pJET1.2 wurde nach
der ersten Reaktion mit XbaI
dieses Ende ebenfalls in ein
stumpfes Ende umgewandelt,
während die zweite Seite mit
BglII geschnitten wurde.
Auf diese Weise konnte
durch die Wahl der geeigneten
Restriktionsenzyme für beide Varianten eine unidirektionale In-
sertion vorbereitet werden.
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Plasmidkontrolle
Zur Validierung der Plasmide wurden Kontrolluntersuchungen
mit den angegebenen Restriktionsenzymen und Sequenzierungen
durchgeführt. Abbildung 11 zeigt die Restriktionsenzym-Analyse
von PGK-BDNF -IRES-eGFP.
Die Negativkontrolle wurde mittels der Restriktionsenzyme
SalI –BamHI, BamHI und XhoI – SalI überprüft.
• PGK-BDNF -IRES-eGFP: XhoI – SalI (erwartetes Fragment:
ca. 470bp) und XhoI (erwartete Fragmente: ca. 2000bp und
ca. 540bp)
• PGK-GDNF -IRES-eGFP: EcoRI und EcoRI –BamHI (In
Abbildung 12 ist eine Gegenüberstellung des errechneten
Bandenmusters und dem tatsächlichen Erscheinungsbild
der Gel-Elektrophorese dargestellt.)
Abbildung 11: Gel-Elektrophorese des Konstruktes PGK-
BDNF -IRES-eGFP zur Überprüfung der Korrektheit der Inser-
tion. Die erwarteten Fragmente mit ca. 2000bp, 540bp und 470bp
Größe sind markiert.
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(a) Erwartetes Bandenmuster berechnet und dargestellt durch die Soft-
ware NEB-Cutter
(b) Ergebnis der Gel-Elektrophorese
Abbildung 12: Gegenüberstellung des erwarteten Bandenmusters gemäß Software und des Ergebnisses
der Gel-Elektrophorese von PGK-GDNF -IRES-eGFP. Es wurden die Restriktionsenzyme BamHI,
EcoRI, SalI und XhoI verwendet.
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CMV-Promotor
Bei diesen Konstrukten wurde analog zum Vektor mit PGK-
Promotor verfahren. Der CMV-Promotor ist ein interner huma-
ner Cytomegalie-Virus ’immediate early region enhancer-
promotor ’. Auch bei diesen Konstrukten wurde vor IRES-eGFP
entweder GDNF oder BDNF eingefügt und mittels Kontrollun-
tersuchungen die Korrektheit überprüft.
Abbildung 13: CMV-Zielvektor.
Dieser Vektor enthält den Pro-
motor CMV sowie vor IRES ei-
ne MCS. IRES wird gefolgt von
dem Reportergen eGFP.
BDNF wurde mit Hilfe
von BglII aus pJET1.2 ge-
wonnen und in CMV-Ziel-
vektor eingefügt. Dieses wur-
de zuvor mit BamHI linea-
risiert. Das freigesetzte, 83bp
große Fragment wurde ex-
trahiert und eine ungewoll-
te Re-Ligation durch Dephos-
phorylierung verhindert. Die-
ses Vorgehen barg das Risi-
ko, dass BDNF in falscher
Orientierung integriert wur-
de. Anhand des Bandenmus-
ters konnte jedoch zwischen
beiden Fällen unterschieden
werden.
GDNF wurde auf diesel-
be Weise wie für den PGK-
Vektor gewonnen. Der CMV-Zielvektor wurde mit SalI und
EcoRV vorbereitet.
Plasmidkontrolle
Die Negativkontrolle des CMV-IRES-eGFP Plasmids wurde
durch eine Reaktion mit dem Restriktionsenzym XbaI kontrol-
liert.
Ob im CMV-Zielvektor nach der Ligation und Transforma-
tion auch tatsächlich BDNF oder GDNF enthalten war, wurde
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(a) Erwartetes Bandenmuster berech-
net und dargestellt durch die Software
NEB-Cutter
(b) Ergebnis der Gel-Elektrophorese, 2 Proben
Abbildung 14: Gegenüberstellung des erwarteten Bandenmusters gemäß Software und des Ergebnisses
der Gel-Elektrophorese von CMV-BDNF -IRES-eGFP. Es wurden die Restriktionsenzyme XbaI und
SmaI verwendet. Es sind 2 Proben abgebildet, die identische Ergebnisse erbrachten.
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wie folgt überprüft:
• CMV-BDNF -IRES-eGFP: XbaI – SmaI (siehe Abbildung
14)
• CMV-GDNF -IRES-eGFP: XhoI –EcoRI (erwartete Frag-
mentgröße: ca. 1600bp)
Abbildung 15: Gel-Elektrophorese von zwei Proben des Kon-
struktes CMV-GDNF -IRES-eGFP zur Überprüfung der Kor-
rektheit der Insertion. Das erwartete Fragment mit ca. 1600bp
ist markiert.
Packaging-Plasmide
Bei diesen drei „Packaging-Plasmiden“ handelt es sich um zwei
Packaging-Plasmide im engeren Sinn und ein Envelope-Plasmid.
Deren Aufbau und wesentliche Bestandteile sind in den Abbil-
dungen 16 und 17 dargestellt [103].
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(a) Dieses Konstrukt enthält einen
CMV-Promotor (CMVprom) sowie das
Gen GAG, das für die strukturellen
Proteine Matrix, Capsid und Nucleo-
capsid codiert, welche an der Formung
des viralen Partikels und an der Ver-
packung (Packaging) der viralen geno-
mischen RNA beteiligt sind. POL wie-
derum codiert für die Replikationsenzy-
me Protease, reverse Transkriptase und
Integrase. Das Rev Response Element
(RRE) bewirkt in Verbindung mit REV
einen effizienteren nukleären Export der
mRNA. pA führt zur Polyadenylation
der RNA [103].
(b) In diesem Konstrukt liegt ein Rous
Sarcoma Virus long-term-repeat (LTR)-
Promotor (RSVprom) vor. Rev codiert
für das regulatorische Protein REV, das
in Verbindung mit RRE den nukleären
Export der mRNA fördert [103].
Abbildung 16: Packaging-Plasmide
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Abbildung 17: Unter der Kon-
trolle des CMV-Promotors
(CMVprom) wird das Enve-
lope-Gen G-Glykoprotein Gen
des Vesicular Stomatitis Virus
(VSV-G) transkribiert. Dies
führt zur Ausbildung eines
pseudotypisierten Virus mit
VSV-G-Envelope [103].
Die Korrektheit dieser Plas-
mide wurde durch Reakti-
on mit entsprechenden Re-
striktionsenzymen und an-
schließender Gel-
Elektrophorese überprüft. Das
dabei entstandene Muster wur-
de mit dem erwarteten Mus-
ter verglichen und somit die
Richtigkeit dokumentiert.
Alle in diesem Abschnitt
besprochenen Plasmide wur-
den zur Vervielfältigung in
Stbl3-kompetente Zellen trans-
formiert.
Plasmiderzeugung für die Transfektion
der Packaging-Zellen
Die für die Virusproduktion notwendigen großen DNA-Mengen
wurden entsprechend der Angaben im Abschnitt über Plasmid-
präparation (siehe Seite 36) hergestellt. In Abbildung 18 ist ein
Messergebnis der erhaltenen DNA-Konzentrationen exemplarisch
wiedergegeben. Ähnliche Konzentrationen wurden bei allen Plas-
miden erreicht. Bei einem Gesamtvolumen von 1.5ml ergibt dies
ca. 650µg DNA. Die Streubreite der Erträge der einzelnen Prä-
parationen reichte von ca. 400µg bis 1900µg.
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Abbildung 18: Photospektroskopische Analyse der DNA-
Konzentration nach Plasmidpräparation mittels eines Xtra Maxi
Kits; PGK-BDNF -IRES-eGFP
Transfektion der Packaging-Zellen
Zur Herstellung ausreichender Virusmengen wurden möglichst
viele transfizierte Packaging-Zellen benötigt. Hiefür wurde ge-
mäß dem bereits beschriebenen Verfahren (siehe Seite 46) vor-
gegangen. In Abbildung 19 sind zwei Bilder einer Packaging-
Zellkultur nach Transfektion dargestellt. Es handelt sich hier-
bei um Aufnahmen einer Kultur als Phasenkontrast- und GFP-
Fluoreszenzbild. Jene Zellen, die GFP enthalten, leuchten hell
auf. Zur Veranschaulichung ist zudem ein Overlay beider Auf-
nahmen in Abbildung 19c wiedergegeben. Dies macht deutlich,
dass die Transfektion erfolgreich war.
Transduktion der Packaging-Zellen
Die Funktionstüchtigkeit der Viren wurde durch Transduktion
von Packaging-Zellen überprüft. Hierbei wurde zuvor eine Ver-
dünnungsreihe der aufkonzentrierten Virenpräparation hergestellt
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(a) Phasenkontrastdarstellung (b) Fluoreszenzmikroskopie GFP (c) Overlay der Phasenkontrastdar-
stellung und der Fluoreszenzmikro-
skopie obiger mit CMV-BDNF -IRES-
GFP transfizierter Packaging-Zellen
Abbildung 19: Diese Abbildung zeigt eine 293FT-HEK-Zellen Packaging-Kultur einen Tag nach Trans-
fektion mit CMV-BDNF -IRES-eGFP. Die Overlay-Darstellung verdeutlicht den Transfektionserfolg,
welcher anhand der fluoreszierenden Zellen nachweisbar ist.
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(vgl. Abbildung 7). Abbildung 20 zeigt das Resultat einer Trans-
duktion von Packaging-Zellen mit einer Verdünnung von 1:1000
(Bezogen auf die finale Konzentration im Zellkulturmedium). Die
Zellen wurden 24 Stunden nach der Transduktion mikroskopisch
untersucht.
In Abbildung 20 ist der Erfolg der Transduktion anhand der
GFP-Expression jener Zellen zu erkennen. Diese sind nun durch
die Integration der Virus-DNA in ihr Genom in der Lage, GFP
zu produzieren. Hierbei handelt es sich abermals um eine Gegen-
überstellung eines Phasenkontrastbildes und einer Fluoreszenz-
aufnahme sowie ein Overlay beider Darstellungen (siehe Abbil-
dung 20c).
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(a) Phasenkontrastaufnahme (b) Fluoreszenzmikroskopie GFP (c) Overlay der Phasenkontrastauf-
nahme und der Fluoreszenzmikrosko-
pie obiger mit PKG-BDNF -IRES-GFP
transduzierten Packaging-Zellen
Abbildung 20: Diese Abbildung zeigt eine 293FT-HEK-Zellen Packaging-Kultur einen Tag nach Trans-
duktion mit PGK-BDNF -IRES-eGFP. Es wurden 20µl der ersten Verdünnung (2x10-1µl) aufgebracht.
Die Overlay-Darstellung verdeutlicht den Transfektionserfolg, welcher anhand der fluoreszierenden
Zellen nachweisbar ist.
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Diskussion
Aufbau der Plasmide
Promotoren
Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden sechs Plasmide erstellt
und untersucht, die für die zu untersuchenden neurotrophen Fak-
toren kodieren.
Es kamen zwei verschiedene Promotoren zum Einsatz, die
beide zu den stärksten konstitutiven Promotoren gehören: ein
humaner Cytomegalie-Virus „immediate early region enhancer-
promotor “ (CMV) und ein humaner X-chromosomaler Phospho-
glyceratkinase 1-Promotor (PGK). Diese wurden ausgewählt, um
eine möglichst hohe und robuste Expression der neurotrophen
Faktoren zu gewährleisten [118]. Die Wahl liegt darin begründet,
dass unterschiedliche Promotoren in verschiedenen Zelltypen un-
terschiedlich stark aktiv sind, obwohl sie Teil derselben Gruppe
sind [72, 92, 101, 102]. Da deren Aktivität nicht absolut vorher-
sehbar ist, ermöglicht die getroffene Wahl eine größere Flexibili-
tät bei der Durchführung der Tierversuche und einen Vergleich
beider Systeme. Es besteht im weiteren Verlauf die Möglichkeit,
zu untersuchen, ob eventuell eine Dosis-Wirkung-Beziehung für
das neuronale Überleben oder die Symptomatik vorliegt. Dar-
über hinaus ermöglicht dieser Ansatz, sich nach gründlicher Prü-
fung gegebenenfalls für den geeigneteren Promotor zu entschei-
den.
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IRES-eGFP
Alle Konstrukte enthalten eine Internal Ribosome Entry Site
(IRES) in Verbindung mit dem Reportergen enhanced Green
Fluorescent Protein (eGFP). IRES ermöglicht den Beginn der
Translation in der Mitte der mRNA. Üblicherweise muss zu-
erst am 5’-Ende ein Initiationskomplex gebildet werden, bevor
die Translation beginnen kann [58]. Somit bewirkt das IRES-
Element die Co-Expression von eGFP neben dem zu untersu-
chenden Faktor (BDNF/GDNF). Das Reportergen eGFP codiert
für ein Fluoreszenzprotein mit einem Exzitationsmaximum bei
395 nm und einem etwas schwächeren Maximum bei 470 nm.
Üblicherweise kommt das Maximum bei 470 nm zum Einsatz,
da andernfalls ein rasches Verblassen der Fluoreszenz beobach-
tet wird. Das Emissionsmaximum liegt bei 509 nm [133, 80, 29,
121, 33]. Mit Hilfe von eGFP lässt sich der Transfektions- sowie
der Transduktionserfolg mittels Fluoreszenzmikroskopie doku-
mentieren. Zusätzlich besteht die Möglichkeit durch die Analyse
mit Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) fluoreszieren-
de von nicht-floureszierenden Zellen zu trennen. Dies wiederum
kann verwendet werden, um in den nächsten Schritten möglichst
viele transduzierte Knochenmarkstammzellen zu sammeln und
anschließend in die Versuchstiere zu infundieren.
WPRE
Woodchuck Hepatitis Virus Posttranscriptional Regulatory Ele-
ment (WPRE) ist ein posttranskriptionelles Regulationselement,
welches die Expression der von ihm kontrollierten Sequenzen
steigert. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass seine
Wirkung in Abhängigkeit der Zusammensetzung der lentiviralen
Konstrukte (Promotor, weitere Cis-Elemente usw.) unterschied-
lich ausfällt. Beispielsweise konnten im Zusammenspiel mit dem
humanen Ubiquitin C -Promotor deutlich höhere Expressionsle-
vel erreicht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde es verwen-
det, da durch die Verwendung von WPRE in verschiedenen Kon-
strukten eine signifikant erhöhte Transgenexpression beschrieben
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wurde [36, 135, 102, 103, 105].
BDNF
Bei BDNF handelt es sich um einen neurotrophen Faktor, der
im Jahre 1982 von Barde et al. charakterisiert wurde [12]. BD-
NF ist ein Mitglied der Neurotrophin-Familie, welche aus vier
strukturell verwandten Faktoren besteht und die erste war, die
entdeckt wurde. Zur Neurotrophin-Familie gehören weiterhin:
Nerve Growth Factor (NGF; Levi-Montalcini und Hamburger
[68]), Brain-derived neurotrophic factor (BDNF; Barde et al.
[12]), Neurotrophin-3 und Neurotrophin-4/5.
BDNF ist ein Wachstumsfaktor, der sich während der neu-
ronalen Entwicklung durch vielfältige Effekte auszeichnet [69].
Seine Wirkung ist jedoch nicht auf das sich entwickelnde Ge-
hirn beschränkt, sondern findet auch im adulten Gehirn statt
[17, 134]. Neben dem Gehirn wird BDNF auch von Muskelzellen
gebildet und von dort retrograd zum Rückenmark transportiert
[82].
BDNF ist in vielfältiger Weise an Prozessen gesunder wie
auch erkrankter Gehirne beteiligt. Durch Verwendung von BD-
NF können pathologische Prozesse möglicherweise positiv beein-
flusst werden. Bei allen in der Einleitung erläuterten Erkran-
kungen besteht ein Zusammenhang mit BDNF. So ist beispiels-
weise die BDNF-Menge im Gehirn von AD-Patienten im Ver-
gleich zu gesunden Kontrollen deutlich reduziert [70]. Aufgrund
der fundamentalen Rolle, die BDNF für die synaptische Plasti-
zität und Gedächtnisbildung spielt, stellt er ein vielversprechen-
des therapeutisches Ziel dar [44]. Im Rahmen der PD-Forschung
wurde festgestellt, dass polymorphe Variationen im BDNF-Gen
mit sowohl familiären als auch sporadischen Erkrankungen as-
soziiert sind und bei familiären Fällen zu einem früheren Aus-
bruch der Symptome führen [98, 84, 61]. Weiterhin weisen die
Anwesenheit von BDNF-Rezeptoren auf dopaminergen Neuro-
nen der Substantia nigra und der neurotrophe Effekt von BD-
NF auf einen pathophysiologischen Zusammenhang hin [45, 85].
Für die Amyotrophe Lateralsklerose scheint BDNF ebenfalls ein
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geeigneter Kandidat zu sein, da er gegen Glutamat-induzierte
Exzitotoxizität – ein möglicher Pathomechanismus bei der Ent-
stehung der ALS – Wirkung zeigt [77].
GDNF
GDNF als möglicherweise therapeutisch einsetzbare Substanz
wurde zuerst im Zusammenhang mit dem Morbus Parkinson
entdeckt. Es war aufgefallen, dass GDNF bei dopaminergen Neu-
ronen zu längeren Neuriten, größeren Zellkörpern, einer höheren
Zellzahl und einer vermehrten Dopaminaufnahme in vitro führte
[73]. In mehreren Untersuchungen konnte die trophische Potenz
nun auch in vivo bestätigt werden [38, 46, 39, 125]. Bei der ALS
fand sich im Liquor von Patienten ein erhöhter GDNF-Spiegel
[53]. GDNF wird ebenso wie BDNF retrograd von produzieren-
den Muskelzellen zum Rückenmark transportiert [132]. Durch die
Injektion von GDNF-produzierenden Myoblasten in die Musku-
latur konnte ein verlängertes Überleben von Motoneuronen und
ein verzögerter Krankheitsausbruch erreicht werden. Durch die
Kombination mit einer zentralen Freisetzung verspricht das hier
vorliegende Konzept eine stärkere positive Wirkung [42, 83].
Innerhalb der „GDNF-Familie der Liganden“ stellt GDNF
einen von vier strukturell verwandten, trophischen Faktoren dar.
Neurturin, Artemin und Persephin sind die restlichen drei Mit-
glieder dieser Familie.
GDNF und BDNF gehören unterschiedlichen Substanzgrup-
pen an und wirken über unterschiedliche Rezeptoren (BDNF –
Tyrosinkinase B Rezeptor; GDNF – GDNF-family Rezeptor α 1
(GFRα1) in Verbindung mit der Rezeptor Tyrosinkinase (RET)).
Für Neurone des ventralen Mesencephalons sind verschiedene Si-
gnalwege für BDNF und GDNF beschrieben [2, 41]. Dies lässt
erkennen, dass es sich bei GDNF um eine grundlegend andere
Substanz handelt, als bei BDNF. Wegen unterschiedlichen zu-
grundeliegenden Wirkmechanismen stellt die Verwendung beider
Substanzen im Rahmen dieser Arbeit keine Redundanz dar [41].
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Gentransfersysteme
Der DNA-Transfer in Zielzellen kann durch verschiedene non-
virale und virale Systeme bewerkstelligt werden [94]:
Expressionskassette: Das therapeutische Transgen wird als
dsDNA direkt in die Zelle übertragen. Die Effizienz ist
jedoch sehr gering und durch fehlenden Kerntransfer der
DNA ist eine langanhaltende Expression unwahrscheinlich.
Liposom+Plasmid: Die Ziel-DNA wird in Liposomen ver-
packt, wodurch der Übertritt durch die Zellmembran ins
Zytoplasma erleichtert wird. Dies steigert die Effizienz, be-
wirkt aber weiterhin keinen Kerntransfer.
Adenoviraler Vektor: Hierbei handelt es sich um das erste
auf Viren (Adenoviren) basierende Verfahren. Adenovira-
le DNA wurde dahingehend verändert, dass diese Vekto-
ren DNA mit großer Effizienz zielgerichtet übertragen. Der
Gentransfer war in den allermeisten Fällen nur transient.
Zusätzlich traten beträchtliche Nebenwirkungen auf, da
Adenoviren hoch immunogen sind und somit zu einer Ak-
tivierung der angeborenen sowie der erworbenen Immun-
abwehr führen.
Adeno-assoziierter Virusvektor(AAV): Der Vorteil dieser
Vektoren liegt in der relativ langen Persistenz der zuge-
führten DNA in ruhenden oder sich langsam teilenden Zel-
len, wie etwa Kardiomyozyten, Neuronen usw. Der Nachteil
besteht jedoch in einer beschränkten Transferkapazität von
etwa 4500bp.
Retroviraler Vektor: Das erste Virus dieser Gruppe war das
Moloney Murines Leukämie-Retrovirus. Dieses ist durch di-
verse Weiterentwicklungen nun in der Lage, unterschiedli-
che Zelltypen zu transduzieren. Die Langzeitexpression der
Ziel-DNA sowie der nicht-humane Ursprung stellen seine
Vorzüge dar. Die Langzeitexpression basiert auf der Inte-
gration in die Wirts-DNA. Es besteht hierbei das Risko der
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Insertionsmutagenese. Ein weiterer Nachteil ist die Unfä-
higkeit des Retrovirus, ruhende Zellen zu transduzieren. Da
in diesem Projekt Knochenmarkstammzellen transduziert
werden sollen, bei denen es sich um ruhende Zellen mit ge-
ringer Zellteilungsaktivität handelt, konnte nicht auf dieses
Verfahren zurückgegriffen werden.
Lentiviraler Vektor: Lentiviren gehören zwar der Familie der
Retroviren an, unterscheiden sich jedoch von anderen Re-
troviren durch die Fähigkeit, nicht-teilende Zellen zu trans-
duzieren. Durch Integration ins Wirtsgenom können sie ei-
ne Langzeitexpression gewährleisten, wobei auch hier die
bereits erwähnte Gefahr der integrativen Mutagenese be-
steht. Da diese Vektorsysteme auf HI-Viren beruhen, be-
steht prinzipiell die Gefahr der Humanpathogenität, die
durch mehrere Weiterentwicklungen zu reduzieren versucht
worden ist. Es wurden mittlerweile drei Generationen der
lentiviralen Vektoren entwickelt, in denen schrittweise im-
mer mehr für die Transduktion überflüssige DNA-Abschnitte
identifiziert und entfernt worden sind. Auf diese Weise konn-
te die Humanpathogenität reduziert und somit die Sicher-
heit erhöht werden. Es handelt sich nun um selbst-inakti-
vierende Lentiviren. Die Trennung der für die Viruspro-
duktion benötigten Gene auf einzelne Plasmide verringert
zusätzlich das Risiko unkontrollierter Replikation und er-
höht auf diese Weise die Sicherheit dieses Systems. Bei Ver-
wendung der dritten Generation kann die Virusproduktion
bereits in S2-Laboratorien stattfinden [105, 124, 103].
Zusammenfassend sind die Argumente für das lentivirale Vektor-
system [94, 102]:
• die Langzeitexpression der transduzierten DNA
• die Fähigkeit ruhende Zellen zu transduzieren
• bei Verwendung der dritten Generation das geringste hu-
mane Risiko.
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Typ und
Kapazität
DNA-Aufbau Vorteile Nachteile
Expressionskassette
sehr groß
sehr hohe Kapazität
geringe Effizienz,
transiente Expression
bei fehlendem Kerntransfer
Liposom+Plasmid
sehr groß
sehr hohe Kapazität
Effizienz etwas höher,
jedoch weiterhin gering
kein Kerntransfer
Adenoviraler
Vektor, 7-8kb
hohe Kapazität
transiente Expression
bei fehlendem Kerntransfer,
hohe Immunogenität
Adeno-assoziierter
Virusvektor
4,5kb
Transduktion ruhender Zellen
geringe Immunogenität
geringe Kapazität
Retroviraler
Vektor, ca. 8kb
Langzeitexpression durch
Kernintegration,
nicht humaner Ursprung
hohe Kapazität
fehlende Transduktion
ruhender Zellen,
Insertionsmutagenese
möglich
Lentiviraler Vektor,
ca. 8kb
Langzeitexpression durch
Kernintegration,
Transduktion ruhender Zellen
hohe Kapazität
Humanpathogen,
Insertionsmutagenese
möglich
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Vor- und Nachteile der Strategie
Bislang gibt es keine kausale Therapieoption für die ALS. Le-
diglich Riluzol ist für die Therapie zugelassen und hat einen nur
geringen, progressionsverzögernden Effekt. Stammzell- und Gen-
therapien bieten trotz der weiterhin großen Herausforderungen
zurecht Grund für bedingten Optimismus. Die vermutlich ideale
Lösung im Bereich der Stammzelltherapie stellt die Zellersatz-
therapie der zugrunde gegangenen Motoneuronen dar. Anhand
embryonaler Stammzellen wurde gezeigt, dass diese sich hin zu
Motoneuronen differenzieren, in neuronales Gewebe integrieren
und synaptische Kontakte eingehen können [129]. Diese Vorge-
hensweise scheint für statische Erkrankungen bereits heutzutage
realistisch. Für die ALS liegen hierfür keine Berichte vor, was
in der progressiven Natur der Erkrankung begründet liegt. Um
nach erfolgreicher Transplantation funktionstüchtige Synapsen
mit Muskelzellen auszubilden, bedarf es mehr Zeit, als den Pa-
tienten bei einem durchschnittlichen Überleben von 2-5 Jahren
nach Diagnosestellung zur Verfügung steht. Dennoch besteht die
Möglichkeit, dass auch andere neuronale Interaktionen therapeu-
tischen Nutzen entfalten [76]. In einer tierexperimentellen Stu-
die konnten Lepore et al. zeigen, dass die Transplantation nicht-
neuronaler Zelltypen, wie Astrozyten, einen positiven Einfluss
auf die Krankheitsprogression und das Überleben der Versuchs-
tiere ausüben kann [67].
Die Zufuhr diverser neurotropher Faktoren durch intraparen-
chymale Implantation neuronaler Vorläuferzellen wurde experi-
mentell beispielsweise für BDNF, GDNF, IGF-1 und VEGF un-
tersucht. Hierdurch wurden Motoneuronen geschützt, jedoch oh-
ne positive Wirkung auf die Überlebensdauer der Versuchstiere.
Fortbestehende axonale Degeneration wurde hierfür verantwort-
lich gemacht [97]. Zudem können mit diesem Verfahren ledig-
lich anatomisch eng umschriebene Bereiche erreicht werden, was
auch den größten Nachteil dieses Konzepts darstellt. Durch in-
trathekale Injektion von humanen neuronalen Stammzellen, die
VEGF überexprimierten, konnte im Tierversuch ein verzögerter
Krankheitsbeginn und längeres Überleben erzielt werden [57].
74
Neben der Zufuhr von Wachstumsfaktoren mithilfe von Stamm-
zellen liegen auch Daten vor, dass unter Verwendung des adeno-
assoziierten Virus 9 (AAV9) weitläufigere Areale transduziert
werden können. Als Besonderheit dieses Vektors ist dessen Fä-
higkeit zur Überwindung der Blut-Hirn-Schranke hervorzuheben
[43]. Nach intrathekaler Applikation tritt eine robuste Transduk-
tion von Motoneuronen bei Schweinen auf [40]. Ein Nachteil ei-
ner intravaskulären Zufuhr sind Nebenwirkungen außerhalb des
Zielgewebes. Bei intrathekaler Zufuhr besteht die Gefahr einer
Meningitis oder eines Hydrocephalus malresorptivus. Durch in-
tramuskuläre Applikation von GDNF-kodierenden AAV konnte
im Mausmodell der Krankheitsverlauf günstig beeinflusst wer-
den. Ein Transfer in den klinischen Alltag scheint bislang auf-
grund der räumlichen Ausdehnung der zu behandelnden Areale
beim Menschen nicht möglich.
Im Rahmen dieser Promotionsarbeit wurden nun die Vorar-
beiten zu einem neuartigen Therapiekonzept für die Zufuhr der
Wachstumsfaktoren GDNF und BDNF dargelegt, deren Wirk-
samkeit in anderen Untersuchungen bereits eingeschränkt ge-
zeigt werden konnte (siehe S.69 und S.70). Aufgrund der enor-
men Schwierigkeiten, welche die zielgerechte Applikation berei-
tet, konnten Studien an Menschen bisher noch keine überzeugen-
den Resultate erbringen, obwohl jüngst in einer Phase 1 Studie
keine Langzeitnebenwirkungen des chirurgischen Eingriffs oder
der verabreichten neuronalen Vorläuferzellen nachgewiesen wer-
den konnten [49, 106]. Die Größe des zentralen Nervensystems
sowie die Verteilung der betroffenen Areale erschweren die direk-
te, operative Applikation der Wirksubstanzen an den gewünsch-
ten Orten. Eine systemische Zufuhr scheitert bislang entweder
an der zu geringen Halbwertszeit der Substanzen, der Unüber-
windbarkeit der Blut-Hirn-Schranke oder den zu großen Diffu-
sionsstrecken, falls die Substanzen nicht ins Gefäßsystem, son-
dern in den Liquorraum appliziert wurden. Gemäß den Ergebnis-
sen von Appel et al. [8] wandern hämatopoetische Stammzellen,
welche ALS-Patienten infundiert werden, in die befallenen Re-
gionen des zentralen Nervensystems, nämlich die Vorderhörner
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des Rückenmarks und den Motorkortex. Sie weisen dort, vergli-
chen mit anderen Arealen deutlich höhere Konzentrationen auf.
Aus diesem Grund scheint die Verwendung von hämatopoeti-
schen Stammzellen als „Trojanische Pferde“ ein vielversprechen-
der Therapieansatz zu sein, der keine komplizierten chirurgischen
Interventionen erfordert und somit für den Patienten schonend
ausfällt. Die Gewinnung hämatopoetischer Stammzellen ist, ver-
glichen mit anderen Stammzelltypen, unkompliziert. Eine auto-
loge Therapie, die wiederum keine Immunsuppression erfordert,
ist ebenfalls denkbar. Andererseits sind bei der fALS in 20%
der Fälle genetische Veränderungen bekannt, sodass sich zumin-
dest bei diesen Patienten die Frage stellt, ob ein Verzicht auf ei-
ne autologe Transplantation nicht sinnvoller wäre. Bei autologer
Transplantation wären weiterhin die genetischen Veränderungen,
wie SOD1-Mutationen, in den nun BDNF oder GDNF produ-
zierenden Zellen vorhanden. Bei den übrigen ALS-Patienten ist
ebenfalls Vorsicht geboten, auch wenn bei diesen noch keine gene-
tischen Ursachen eindeutig bekannt sind. Es besteht die Gefahr,
dass autologe Transplantationen einen negativen Einfluss auf den
Krankheitsverlauf ausüben oder den therapeutischen Effekt der
neurotrophen Faktoren schmälern. Der positive Effekt der zuge-
führten Wildtyp-Zellen beruht wahrscheinlich nicht nur auf der
Wirkung sezernierter Wachstumsfaktoren, sondern auch auf dem
Fehlen schädigender Substanzen [86].
Der Gebrauch der lentiviralen Vektoren birgt seinerseits das
Risiko, Insertionsmutationen zu verursachen, die im weiteren
Verlauf Tumore oder Leukämien verursachen könnten. Im Zu-
sammenhang mit der ALS ist diese Gefahr jedoch aufgrund der
geringen Lebenserwartung nach Diagnosestellung aktuell als nach-
rangig einzustufen. An Bedeutung würde diese Thematik gewin-
nen, wenn die Lebenserwartung durch die Therapie stark steigen
würde.
Die Auswirkungen der Therapie mit Wachstumsfaktoren müs-
sen in Tierversuchen differenziert evaluiert werden [16]. Im klini-
schen Alltag wird es nicht möglich sein, Patienten vor Ausbruch
der Erkrankung zu therapieren. Aus diesem Grund muss auch
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im Tierexperiment zwischen Interventionen vor Erkrankungsbe-
ginn oder jenen nach Krankheitsausbruch unterschieden werden.
Beim Auftreten der ersten Symptome ist bereits ein beträcht-
licher Anteil der Neuronen zugrunde gegangen, die durch die
hier diskutierte Therapie nicht ersetzt werden können. Inwiefern
die neurotrophen Faktoren eine regenerative Wirkung entfalten,
bleibt noch zu untersuchen. Denkbar ist jedoch eine Verzögerung
der Krankheitsprogression und im Optimalfall ein Unterbinden
selbiger. Im Verlauf könnte eine Kombination mit der intramus-
kulären Zufuhr von GDNF-kodierenden AAV gemäss Wang et
al. sinnvoll sein, obwohl noch geklärt werden muss, welche Mus-
kelgruppen bei individuellen Patienten therapiert werden sollen
[127].
Zusammenfassend stellt dieses Konzept eine vielversprechen-
de Therapieoption dar, da es für die Patienten mit geringen Ein-
griffen verbunden ist. Zudem handelt es sich bei der ALS um
eine bislang therapeutisch nicht beherrschbare Erkrankung, so-
dass eine Steigerung der Lebenserwartung nach Diagnosestellung
bereits als Erfolg zu verbuchen ist.
Mehrere Untersuchungen haben sich bislang der direkten Im-
plantation von Stammzellen ins ZNS gewidmet. Beispielsweise
wurden in zwei Studien humane Nabelschnurblutzellen intraven-
trikulär und intraspinal verabreicht [18, 64]. Aufgrund der Zell-
verteilung wird geschlossen, dass der therapeutische Effekt auf
sezernierten neurotrophen oder neuroprotektiven Faktoren be-
ruht. Mesenchymale Stammzellen wurden bereits in mehreren
Tierversuchen aber auch am Menschen untersucht [78, 93]. Die
Aussagekraft der humanen Studie ist jedoch aufgrund fehlen-
der pathologischer Verlaufsuntersuchungen eingeschränkt [76].
Eine Vergleichsstudie zwischen mesenchymalen Stammzellen und
Knochenmarkstammzellen zeigte eine leichte Überlegenheit der
Knochenmarkstammzellen. Zudem konnte nachgewiesen werden,
dass sich diese Stammzellen während des Aufenthalts im ZNS
nicht weiter differenzieren [100].
Eine herausragende Stellung unter den Stammzellen nehmen
die induzierten pluripotenten Stammzellen ein. Hierbei handelt
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es sich um ursprünglich ausdifferenzierte somatische Zellen, wel-
che durch Transduktion mit vier Transkriptionsfaktoren in Stamm-
zellen umprogrammiert wurden. Dadurch wird die Wissenschaft
von ethisch umstrittenen Stammzellenquellen unabhängig. Das
Einsatzgebiet ist wiederum entweder die Therapie, obwohl hier-
für noch genauere Charakterisierungen dieser Zellgattung not-
wendig sind. Andererseits können etwa auch somatische Zellen
von ALS-Patienten durch dieses Verfahren in unterschiedlichste
Zelltypen differenziert werden. Darauf basierend können zugrun-
de liegende Pathomechanismen untersucht oder neuartige The-
rapieverfahren getestet werden [76, 93].
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Ausblick
Der nächste Schritt wird in der Gewinnung von mesenchyma-
len Stammzellen aus dem Knochenmark bestehen. Diese müssen
entsprechend aufgereinigt und im Anschluss durch die lentivira-
len Vektoren mit GDNF, BDNF und den jeweiligen Promotoren
transduziert werden. Nach kurzzeitiger Inkubation können mit-
tels einer FACS-Sortierung jene Zellen, bei denen die erfolgrei-
che Transduktion an der GFP-Expression nachweisbar ist, iso-
liert werden [31]. Im Anschluss werden ausreichende Zellzahlen
in präsymptomatische, junge Tiere sowie symptomatische Tie-
re intravasal transplantiert. In Untersuchungen der motorischen
Fähigkeiten muss der klinische Verlauf überprüft werden. Das
Überleben stellt den primären Endpunkt dar. Unter Umständen
ist die Prüfung dieses Ansatzes mit verschiedenen Tiermodellen
der ALS sinnvoll, um eventuell unterschiedliche Wirkungen cha-
rakterisieren zu können (SOD1, TDP-43).
In weiteren histologischen und histo-chemischen Untersuchun-
gen kann post mortem die BDNF- und GDNF-Produktion in den
entsprechenden Rückenmarksarealen untersucht und die Invasi-
on der GFP-markierten Zellen dargestellt werden.
In Abhängigkeit von den tierexperimentellen Ergebnissen kann
im Anschluss die Anwendbarkeit in klinischen Studien diskutiert
werden.
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Zusammenfassung
Die neurodegenerativen Erkrankungen stellen eine klinisch
wie pathophysiologisch heterogene Gruppe dar, welche sich durch
einen unweigerlich progredienten und letalen Verlauf auszeich-
net. Bei keiner konnte bisher therapeutisch ein Durchbruch er-
zielt werden, sodass bislang lediglich eine begrenzte symptoma-
tische Behandlung möglich ist. Die innovativen Therapiepläne
mittels neurotropher Faktoren und Stammzellen sind mit ho-
hen Erwartungshaltungen konfrontiert. Während der Zellersatz
der zugrunde gegangenen Neuronen wahrscheinlich erst durch
die Ausreifung der Stammzellentherapie relevant wird – und die-
ser Prozess wahrscheinlich noch mehrere Jahre bis Jahrzehnte in
Anspruch nehmen wird [75] – ist der Einsatz von neurotrophen
Faktoren in näherer Zukunft erfolgversprechender. Die grundle-
gende Schwierigkeit hierbei besteht jedoch in der Applikation der
Therapeutika. Der periphere Abbau der Substanzen, die gerin-
ge Überwindbarkeit der Blut-Hirn-Schranke, die eingeschränkte
Diffusion durch das Nervengewebe sowie die ausgedehnten ana-
tomischen Zielareale stellen die Forschung vor bislang noch zu
bewältigende Herausforderungen. Im Rahmen dieser Promotion
wurde eine Strategie präsentiert, die unter Verwendung von hä-
matopoetischen Stammzellen als „Trojanische Pferde“, diese Hin-
dernisse umschiffen möchte. Es wurden molekularbiologische und
virologische Vorarbeiten durchgeführt, die durch Tierexperimen-
te noch weiter untersucht werden müssen. Mit Hilfe von lentivira-
len Vektorsystemen sollen hämatopoetische Stammzellen derart
gentechnisch manipuliert werden, dass sie nach Einwanderung
in die betroffenen Areale als zelluläre Pumpen lokal neurotro-
phe Wachstumsfaktoren produzieren. Auf diese Weise besteht
die Möglichkeit die therapeutischen Substanzen schonend und
zielgerichtet über längere Zeit zu verabreichen.
Konkret wurden hierfür Plasmide entwickelt, die PGK- oder
CMV-Promotor-gesteuert BDNF oder GDNF enthalten. Als wei-
teren Bestandteil beinhalten sie das Reportergen GFP, wodurch
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eine direkte fluoreszenzmikroskopische Darstellung transduzier-
ter Zellen möglich wird. Diese Plasmide wurden in ein lentivirales
Vektorsystem integriert, um auf diesem Wege hämatopoetische
Stammzellen zu transduzieren. Es konnten die Korrektheit der
Plasmide sowie die Funktionstüchtigkeit der produzierten Viren
nachgewiesen werden.
Zur Überprüfung des beschriebenen therapeutischen Konzepts
müssen im Rahmen weiterer Arbeiten hämatopoetische Stamm-
zellen gewonnen, aufgereinigt, transduziert und in die Versuch-
tiere transplantiert werden. Der klinische Verlauf und das Über-
leben der Tiere sind die Parameter anhand derer über den Erfolg
der Strategie zu entscheiden ist.
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